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Os microRNAs (miRNAs) são uma classe de moléculas de RNA não 
codificadoras que apresentam um papel na tumorigênese mamária, regulando 
genes envolvidos no ciclo celular, proliferação celular, invasão e metástase. Os 
diferentes subtipos de câncer de mama apresentam diferentes padrões de 
expressão de miRNAs, dessa forma essas moléculas podem ser potenciais 
marcadores terapêuticos para subtipos agressivos, como os tumores mamários 
triplo negativos (TN). Os tumores TN são clinicamente agressivos e possuem baixa 
ou nenhuma expressão dos receptores de estrogênio (ER), progesterona (PR) e 
HER2, dessa forma não respondem efetivamente a terapias alvos disponíveis 
atualmente. No presente trabalho, foi analisado o padrão de expressão de miRNAs 
de 83 tumores TN e 12 não-TN, juntamente com dados de alterações de números 
de cópias de DNA por array-CGH obtidos das mesmas amostras, a fim de identificar 
os miRNAs mais relevantes e seus respectivos genes alvos que podem estar 
envolvidos na patogênese dos tumores de mama TN. 117 miRNAs foram 
encontrados com expressão diferencial em tumores TN, quando comparados com 
os não-TN. A análise combinada de miRNA/aCGH resultou em 17 miRNAs que 
apresentaram dados concordantes de expressão de miRNA e alterações de 
números de cópias (ganho/perda de aCGH com alta/baixa expressão de miRNA, 
respectivamente). Análises de sistemas biológicos downstream de alvos 
conhecidos e possíveis alvos dos miRNAs selecionados indicaram as vias de 
sinalização do TGF-beta, PI3K-Akt e HER2, assim como vias envolvidas na adesão 
celular e outros processos relacionados ao câncer. Estes resultados sugerem que 
os 17 miRNAs e seus respetivos genes alvos podem ser futuramente estudados 
como marcadores moleculares específicos para tumores TN, sugerindo a 
necessidade de estudos de análise funcional e biológica que comprovem suas 
participações na tumorigênese mamária  de tumores do tipo TN.  
 ABSTRACT 
 
MicroRNAs  (miRNAs) are a class of non-coding endogenous RNA molecules 
that play a role in breast tumorigenesis regulating genes involved in cell cycle, 
proliferation, invasion and metastasis. Different subtypes of breast cancer presents 
different expression of miRNAs, and they can be potential therapeutic markers for 
aggressive subtypes as triple negative breast cancers (TNBC). TNBC are clinically 
aggressive tumors that lack the expression of ER, PR and HER2 receptors, therefore 
they do not respond effectively to the available target therapies. In the present study, 
we investigated miRNA expression pattern of 83 TNBC and 12 non-TNBC tumors 
and integrated the data with DNA copy number alterations data by array-CGH from 
the same samples, to obtain the most relevant miRNAs and their respective target 
genes that may be involved in the pathogenesis of TNBC. 117 miRNAs were found 
as differentially expressed in TNBC, when compared to non-TNBC. The combined 
analysis (miRNA/aCGH) resulted in 17 miRNAs that presented miRNA concomitant 
genomic gains and losses by aCGH and miRNA increase or decrease expression, 
respectively. KEGG pathway enrichment analysis of the selected 17 miRNAs 
revealed that their main pathways involved in TGF-beta signaling pathway, PI3K-Akt 
and HER2 signaling pathways as well as the ones involved in adherence junction 
and other cancer related processes. Our results suggest that the 17 miRNAs and 
their target genes may be studied as specific molecular markers for TNBC, 
suggesting the need for functional and biological analysis that proves their roles in 
TN tumorigenesis.  
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O câncer de mama é o tipo de câncer mais frequente na população 
feminina no mundo, sendo a principal causa de morte de mulheres por doenças 
malignas. Espera-se para o Brasil 57.120 novos casos de câncer de mama para o 
ano de 2014, com um risco estimado de 56,09 casos a cada 100 mil mulheres 
(INCA/MS, 2014). 
O carcinoma mamário é bastante heterogêneo, compreendendo um grupo 
de doenças que diferem entre si por suas características histopatológicas, 
moleculares e genéticas e que pode resultar em respostas clínicas diferentes. 
Marcadores imunohistoquímicos como a expressão de receptores hormonais, 
como de estrogênio (ER) e de progesterona (PR), e a amplificação do receptor 
tipo 2 do fator de crescimento epidermal humano (HER2) apresentam grande valor 
prognóstico e evolução e são importantes na seleção do tratamento da doença. 
Tumores de mama que não expressam ou apresentam baixa expressão de ER, 
PR e HER2 são classificados como triplo negativos, os quais geralmente 
apresentam alto grau histológico, história clínica agressiva e alta taxa de 
mortalidade (DAWSON, 2009). As opções de tratamento específico para pacientes 
que apresentam tumores triplo negativos são praticamente nulas uma vez que o 
uso de terapias que tem como alvo os receptores moleculares, como a terapia 
endócrina e a imunoterapia, não apresentam efeito para essas pacientes. Dessa 
forma, a identificação de novos marcadores moleculares para esse subtipo 
tumoral é de importância para um melhor diagnóstico e desenvolvimento de novos 
tratamentos dessa neoplasia. 
Os microRNAs (miRNAs) representam uma classe de pequenas 
moléculas de RNA não-codificantes que recentemente foram reconhecidas como 
importantes reguladoras de diversas etapas do desenvolvimento e diferenciação 
celular, as quais estão frequentemente desreguladas na carcinogênese. No câncer 
de mama diversos miRNAs foram encontrados desregulados sendo relacionados 
com a tumorigênese mamária, com processos de invasão, metástase e resistência 
ao tratamento (LOWERY, 2009). Uma vez que essas moléculas apresentam 
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funções importantes na patogênese do câncer de mama e seus subtipos, como os 
tumores de mama triplo negativos, a obtenção de um perfil de expressão de 
miRNAs pode auxiliar na identificação de novos marcadores moleculares 




2 REVISÃO DA LITERATURA 
2.1 EPIDEMIOLOGIA DO CÂNCER DE MAMA 
O câncer de mama representa cerca de um terço das doenças que 
acometem o sexo feminino, sendo o tipo mais comum de câncer em mulheres no 
mundo (SIEGEL et al., 2012). Mais de um milhão de mulheres são diagnosticadas 
com carcinomas mamários a cada ano e mais de 410.000 irão morrer dessa 
doença (COUGHLIN, 2009). 
O carcinoma mamário é o tipo de câncer feminino mais incidente na maior 
parte do mundo, com exceção de alguns países da África, América Central e do 
Sul, e Sudeste da Ásia, nos quais predomina o câncer cervical, e na China e 
Vietnã, onde o câncer de pulmão é o mais comum (IARC/WHO, 2008). 
Apesar dos números de novos casos diagnosticados de câncer de mama 
serem similares em países desenvolvidos quando comparados com países em 
desenvolvimento, as taxas de incidência são maiores em países desenvolvidos, 
quando o valor é ajustado para o tamanho da população. A incidência anual é de 
71,7 casos a cada 100.000 mulheres para países desenvolvidos, comparados com 
29,3 casos a cada 100.000 mulheres para os países menos desenvolvidos.  Essa 
diferença pode ser explicada devido ao estilo de vida das mulheres que vivem em 
países mais desenvolvidos, como o menor número de filhos, o uso de pílulas 
anticoncepcionais, a primeira gravidez com idade mais avançada, a tendência a 
não amamentação, bem como os hábitos alimentares (HORTOBAGYI et al., 2005; 
PARKIN & FERNÁNDEZ, 2006; YOULDEN et al., 2012). Ainda, acredita-se que a 
menor incidência do carcinoma mamário em países menos desenvolvidos pode 
ser devido a diversos casos não diagnosticados da doença, devido à baixa 
qualidade do serviço de diagnóstico e à expectativa de vida inferior devido às 
mortes por doenças infecciosas (YOULDEN et al., 2012). 
 Nos Estados Unidos, o risco de uma mulher desenvolver o câncer de 
mama invasivo é de 12,29%, o que significa que uma a cada oito mulheres norte-




Para o Brasil, segundo o Instituto Nacional do Câncer, esperam-se 57.120 
novos casos de câncer mama no ano de 2014. Nas regiões Sudeste, Sul, Centro-
Oeste e Nordeste do Brasil, este é o tipo mais frequente de câncer em mulheres, 
com exceção dos tumores de pele não melanoma. 
Apesar de apresentar um relativo bom prognóstico, o câncer de mama 
apresenta taxas elevadas de mortalidade no Brasil, talvez pelo diagnóstico tardio 
na maior parte dos casos. O tratamento do carcinoma mamário é mais efetivo 
quando a doença é diagnosticada precocemente; no caso de estágios avançados 
da doença em que podem ocorrer metástases locais e distantes, mesmo os 
protocolos de tratamento mais agressivos podem ser ineficazes no combate à 
doença (INCA/MS, 2014).  
O principal fator de risco para o câncer de mama é a idade, sendo que as 
taxas de incidência aumentam rapidamente até os 50 anos, depois dessa idade o 
aumento ocorre mais lentamente (INCA/MS, 2014). Cerca de 13% dos carcinomas 
mamários ocorrem em mulheres jovens com idade entre 22 e 40 anos. Essas 
pacientes geralmente apresentam características clínico-patológicas que indicam 
mau prognóstico e baixa sobrevivência (CARVALHO et al., 2010; YOULDEN et al., 
2012).  Além da idade, fatores relacionados com o histórico hormonal e 
reprodutivo da mulher, como número de filhos, menopausa tardia e menarca 
precoce também influenciam de forma importante no desenvolvimento do 
carcinoma mamário (HORTOBAGYI et al., 2005). 
A paridade também é um fator determinante no desenvolvimento do 
carcinoma mamário. As estruturas mamárias de mulheres nulíparas e de mulheres 
que já tiveram filhos são diferentes, sendo que foram encontradas similaridades 
entre a arquitetura da mama de mulheres nulíparas e de mulheres que 
apresentaram carcinoma mamário. Isso indica que as células que compõem a 
estrutura mamária de mulheres nulíparas apresentam baixa diferenciação celular, 
sendo denominadas por alguns autores de células troncos mamárias, por serem 
indiferenciadas e apresentarem alta suscetibilidade a transformações neoplásicas 
(RUSSO & RUSSO, 1996). Estudos demonstram que o efeito protetor da gravidez 
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para o câncer de mama é proporcional ao número de gestações que a mulher 
apresenta (ALBREKTSEN et al., 2005).  
A ingestão de contraceptivos orais antes da primeira gravidez pode 
aumentar o risco do desenvolvimento de carcinomas mamários (KAHLENBORN et 
al., 2006). Os contraceptivos que apresentam alta concentração de estrógenos 
aumentam ainda mais o risco. Acredita-se que o estrógeno possua uma função 
anti-apoptótica, impedindo a morte celular programada, além de ser um ativador 
de proliferação de células mamárias (NAROD & FOULKES, 2004). Os 
contraceptivos orais e medicamentos utilizados em terapias de reposição 
hormonal são classificados como carcinógenos do tipo I pela Organização Mundial 
de Saúde (OMS), ou seja, esses medicamentos são considerados agentes 
causadores de câncer em seres humanos (IARC, 2005).  
2.2 ORIGEM E CLASSIFICAÇÃO DO CÂNCER DE MAMA 
O câncer de mama compreende um grupo de doenças complexas e 
heterogêneas associadas com padrões histológicos, moleculares e patológicos 
distintos. As classificações descritas a seguir são amplamente utilizadas na 
determinação do protocolo de tratamento mais adequado e também em estudos 
que tem como objetivo a melhor estratificação da doença, a fim de se obter 
maiores informações que possibilitem um diagnóstico e prognóstico mais acurado. 
2.2.1 Origem e Classificação Histopatológica 
Os carcinomas mamários podem ser classificados de acordo com o sítio 
de origem da proliferação celular desordenada. A proliferação das células de 
revestimento dos ductos mamários caracteriza os carcinomas ductais (CD). 
Quando essa proliferação ocorre em células de revestimento dos lóbulos 
mamários, os carcinomas são denominados lobulares (CL). Alterações na 
proliferação celular de outros tipos de células mamárias resultam no 
desenvolvimento de carcinomas mais raros, como carcinomas mucinosos, 
papilares, filoides, medulares, inflamatórios e tubulares (BATEMAN, 2007; 
VARGO-GOGOLA & ROSEN, 2007). 
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A neoplasia da mama também pode ser classificada em in situ e invasiva. 
O carcinoma in situ é uma proliferação das células epiteliais da mama, podendo 
ser ductal ou lobular, as quais apresentam atipia citológica proeminente, com 
aumento do índice mitótico e diversas alterações genéticas, mas que ainda se 
encontram dentro dos limites da membrana basal. A invasão do carcinoma para o 
estroma circundante resulta na formação dos carcinomas mamários invasivos. Os 
carcinomas ductais in situ são o tipo mais comum de câncer de mama não 
invasivo, enquanto que carcinomas lobulares in situ não são consideradas lesões 
cancerosas ou pré-cancerosas (AMERICAN  CANCER SOCIETY, 2012). 
Os carcinomas ductais invasores são os mais frequentes e correspondem 
a 65 - 80% dos casos de câncer de mama, enquanto que os carcinomas lobulares 
invasores abrangem cerca de 10% de todos os carcinomas de mama 
diagnosticados (EHEMAN et al., 2009).  
O grau de diferenciação histológica tumoral associa as estruturas 
morfológicas dos tumores com seu grau de malignidade (SCARFF & TORLONI, 
1968). Essa classificação tem como base três características morfológicas: 
formação tubular, pleomorfismo nuclear e atividade mitótica. Esses critérios são 
utilizados para classificar todos os tipos tumorais invasivos, com exceção do 
carcinoma medular. Através desses critérios, os carcinomas podem ser 
classificados em: 
Grau I ou baixo: tumor com células bem diferenciadas. 
Grau II ou intermediário: tumor com células moderadamente diferenciadas. 
Grau III ou alto: tumor com células pouco diferenciadas. 
O aumento da graduação do tumor representa um prognóstico mais 
desfavorável da doença. O grau histológico reflete a capacidade de 
metastatização do tumor. Dessa forma, um câncer de mama localmente avançado 
(grau III) apresenta um alto potencial de malignidade e um mau prognóstico 
(CARTER, 1989). 
Ao contrário do que se poderia esperar, o câncer não é homogêneo: ele 
pode apresentar, em uma mesma região, células com diferentes graus de 
diferenciação. Entretanto, tumores malignos mais agressivos tendem a modificar a 
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sua graduação rapidamente à medida que evoluem, o que é resultado de uma 
atividade mitótica mais acentuada (INCA/MS, 2014). 
2.2.2 Classificação TNM 
Atualmente, as neoplasias malignas, incluindo os carcinomas mamários, 
utilizam o sistema TNM para a classificação dos tumores, avaliando a extensão 
anatômica da doença, determinada clínica e histopatologicamente, quando 
possível. O sistema TNM avalia três componentes da neoplasia, onde T se refere 
à extensão do tumor primário, N à presença ou ausência de metástase em 
linfonodos regionais, e M à presença ou ausência de metástase à distância. Cada 
componente recebe um número ao lado direito, indicando a extensão e o status de 
cada característica (Quadro 1). 
A classificação TNM apresentada na Quadro 1 pode ser utilizada somente 
para carcinomas, tanto os da mama feminina quanto da masculina e a doença 
deve ter confirmação histológica. No caso de tumores primários múltiplos 





Quadro 1. Classificação dos tumores mamários de acordo com o sistema TNM 
Classificação Definição 
Tumor primário (T) 
TX Tumor primário não pode ser avaliado 





Carcinoma in situ 
Carcinoma ductal in situ 
Carcinoma lobular in situ 






Tumor com < 2 cm 
≤ 0,1 cm (microinvasão) 
> 0,1 a 0,5 cm 
> 0,5 a 1 cm 
> 1 a 2 cm 
T2 > 2 a 5 cm  
T3 > 5 cm 
T4a 
Tumor de qualquer tamanho com extensão para a parede torácica, sem 
incluir o músculo peitoral 
T4b 
Tumor de qualquer tamanho com ulceração da pele da mama, nódulos 
cutâneos satélites ou edema 
T4c T4a e T4b associados 
T4d Carcinoma inflamatório 
Linfonodo regional (N) 
NX Linfonodos regionais não podem ser avaliados (ex: previamente removidos) 
N0 Não há evidência de metástase em linfonodo 
N1 Metástase para linfonodos axilares ipsilaterais móveis 
N2a  
Metástase para linfonodos axilares ipsilaterais fixados a outro linfonodo ou 
outra estrutura 
N2b 
Metástase apenas em nodos mamários ipsilaterais internos aparentes e 
ausência de evidencia clinica de metástase em linfonodos axilares 
N3a Metástase para linfonodos infraclaviculares ipsilaterais 
N3b 
Metástase para linfonodos mamários internos ipsilateraos e para linfonodos 
axilares 
N3c Metástase para linfonodos supraclaviculares ipsilaterais 
Metástase (M) 
Mx Metástase à distância não pode ser avaliada 
M0 Não há evidências de metástase à distância 









2.2.3 Classificação Molecular 
Nos últimos anos, diversos métodos moleculares, como a análise do perfil 
de expressão gênica, foram utilizadas para estabelecer uma classificação 
molecular mais refinada dos carcinomas mamários. No ano de 2000, foi realizado 
um estudo pioneiro que deu início à classificação molecular dos tumores 
mamários. Nesse estudo, os carcinomas de mama foram classificados em quatro 
subtipos moleculares: luminal, semelhante ao normal, HER2 positivo (HER2+) e 
basal.  Essa classificação teve como base os perfis de expressão gênica de cada 
subgrupo, avaliando principalmente a expressão dos receptores hormonais ER e 
PR e a superexpressão do oncogene HER2 (PEROU et al., 2000). Posteriormente, 
o mesmo grupo realizou outros estudos que confirmaram os dados obtidos no ano 
de 2000 e propuseram cinco subtipos moleculares principais de câncer de mama: 
luminal A, luminal B, semelhante ao normal, HER2+ e basal (SORLIE et al., 2001; 
SORLIE et al., 2003).  
Como pode ser observado na Figura 1, os tumores mamários foram 
primeiramente divididos de acordo com a expressão de ER: os carcinomas tipo 
luminal A e luminal B apresentavam expressão do ER, enquanto os carcinomas do 
tipo basal, HER2+ e semelhante ao normal apresentavam baixa ou nula 





Figura 1. Classificação molecular do câncer de mama. 
(A) Esquema ilustrando a divisão dos subtipos de carcinomas mamários, com 
suas principais características. (B) Gráfico ilustrando a distribuição dos subtipos de câncer 
de mama de acordo com suas frequências.  
FONTE: modificado de VALENTIN et al., 2012 
 
Atualmente o câncer de mama é classificado molecularmente em sete 
tipos: luminal A, luminal B, semelhante ao normal, HER2+, claudina baixa (do 
inglês, claudin low), apócrino molecular (do inglês, molecular apocrine), e basal. 
Por apresentarem perfis de expressão gênica diferentes, os diferentes subtipos 
moleculares de câncer de mama resultam em prognósticos diversos e a 
classificação dos carcinomas nesses subtipos pode auxiliar na escolha de um 
tratamento personalizado. 






Semelhante ao Normal 
 Os tumores desse subtipo apresentam perfil de expressão gênica similar 
ao parênquima mamário normal e aos fibroadenomas (SORLIE et al., 2003). 
 
HER2+ 
Esse subtipo tem como principal característica a superexpressão do 
oncogene HER2 e genes relacionados (SORLIE et al., 2001). 
 
Luminal A 
Apresentam perfil de expressão gênica similar ao de células luminais do 
epitélio mamário normal, como citoqueratinas (CKs) de baixo peso molecular, 
incluindo CK7, CK8, CK18 e CK19 e moléculas de adesão celular epitelial. 
Apresentam ainda alta expressão de ER e genes relacionados a esse receptor 
hormonal.  
Os carcinomas mamários do subtipo luminal A apresentam bom 
prognóstico. Isso porque os pacientes que possuem células cancerosas com alta 
expressão do receptor de estrogênio, com expressão normal do oncogene HER2 
apresentam boa resposta ao tratamento adjuvante com o tamoxifeno. Esse 
medicamento apresenta sua ação relacionada com a quantidade de receptores 
hormonais de estrogênio expressas na superfície da célula: quanto maior o 
número de receptores presentes na superfície, maior é a afinidade do 
medicamento, tornando o tratamento mais eficaz (CARVALHO et al., 2010). 
 
Luminal B 
Assim como o subtipo Luminal A, esse subtipo de câncer de mama 
também apresenta perfil de expressão gênica similar ao das células luminais do 
epitélio mamário normal. Esse subtipo diferencia-se do luminal A pela alta 
expressão de genes relacionados ao ciclo celular e proliferação, como o antígeno 






Esse subgrupo é caracterizado pela expressão de genes associados a 
células mioepiteliais normais, como citoqueratinas de alto peso molecular (CK5, 
CK14, CK17), assim como marcadores de músculo liso, P-caderina, caveolina 1, 
CD10, e β4 integrina (BADVE et al., 2011; BERTUCCI et al., 2012). 
Os tumores de mama do tipo basal compõem um grupo heterogêneo de 
tumores resultando em 15% de todos os carcinomas mamários, afetando 
principalmente pacientes jovens. Histologicamente, a maioria dos tumores desse 
subtipo são carcinomas ductais invasores, com alto grau histológico (BADVE et 
al., 2011), alta taxa de proliferação celular, alta frequência de mutações somáticas 
no gene TP53 e mau prognóstico, além de mutações em BRCA1 (HOLSTEGE et 
al., 2010; CARVALHO et al., 2010). 
 
Claudina baixa 
Os tumores dessa classe são caracterizados pela expressão baixa ou nula 
de marcadores luminais (ER, PR, GATA3, CK18 e CK19), alta expressão de 
marcadores de Transição Epitelial-Mesenquimal (EMT, do inglês, epithelial-to-
mesenchymal transition), e baixa expressão das claudinas 3, 4 e 7. As claudinas 
são proteínas de junção intercelular, dessa forma, a baixa expressão das 
claudinas aliada à baixa expressão de e-caderina e à alta expressão de 
marcadores de EMT faz com que as células de tumores desse subtipo percam as 
características de células epiteliais e obtenham características similares a células 
tronco iniciadoras de tumor (PRAT et al., 2010). 
Cerca de 61 a 71% dos tumores do tipo claudina baixa apresentam 
fenótipo triplo-negativo. Apesar de apresentarem algumas características similares 
aos tumores basais, estes tumores não apresentam alta expressão de genes 
proliferativos (HERSCHKOWITZ et al., 2007; PRAT et al., 2010) 
 
Apócrino molecular 
Esse subtipo de câncer de mama representa de 8-14% do total de casos 
dessa patologia e é caracterizado pela histologia apócrina, positividade para 
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receptor de androgênio (AR), negatividade para ER e positividade para 
marcadores basais como CK5/6 e EGFR. A amplificação de HER2 é 
frequentemente encontrada em tumores desse subtipo. Apesar de apresentarem 
algumas similaridades com os subtipos basal e HER2+, a soma dessas 
características fazem com que os tumores desse subtipo sejam classificados no 
novo subtipo denominado apócrino molecular (FARMER et al., 2005; CHA et al., 
2012). 
As principais características desses subtipos moleculares estão resumidas 
no Quadro 2. 
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Outros marcadores Prognóstico Resposta à 
Quimioterapia 
Tipos Histológicos Comuns 
Luminal A ER +: 91–100%  
PR+: 70–74% 
HER2+: 8–11% 
Ki67: baixa expressão 
Marcadores basais: – 
GI/II: 70–80% 
GIII: 13–30% 









Luminal B ER+: 91–100% 
PR+: 41–53% 
HER2+: 15–24% 
Ki67: alta expressão 
Marcadores basais: – 
GI/II: 38–59% 
GIII: 41–62% 










Basal ER+: 0–19% 
PR+: 6–13% 
HER2+: 9–13% 
Ki67: alta expressão 














HER2 ER+: 29–59% 
PR+: 25–30% 
HER2+: 66–71% 
Ki67: alta expressão 
Marcadores basais: –/+ 
GI/II: 11–45% 
GIII: 55–89% 














Ki67: alta expressão 
Marcadores basais: –/+ 
GI/II: 37–80% 
GIII: 20–63% 











Ki67: expressão média 


















Ki67: alta expressão 
Marcadores basais: –/+ 
Predomina 
GII/GIII 
AR: + Desfavorável Não avaliado CDI-STE 
Medular 
Legenda: CDI-STE: Carcinoma Ductal Invasor, sem tipo específico.  
FONTE: REIS-FILHO & PUSZTAI, 2011; ALIZART et al., 2012 
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2.3 ASPECTOS GENÉTICOS 
O câncer envolve o mal funcionamento de genes que controlam o crescimento e a 
divisão celular. Estima-se que 5-10% de todos os cânceres de mama resultam da herança de 
um alelo contendo uma mutação germinativa que confere alto risco do desenvolvimento de 
um ou mais tipos específicos de câncer, sendo denominados cânceres hereditários. Entre 
25-40% desses casos envolve a herança dos genes BRCA1 ou BRCA2 mutados, o que 
resulta no risco aumentado de 50-80% do desenvolvimento de câncer de mama e câncer de 
ovário (HAMILTON et al., 2008). Entretanto, a maioria dos cânceres (90-95%) não resultam 
de mutações herdadas, mas de danos que ocorrem em determinados genes durante a vida 
do indivíduo (mutações somáticas), caracterizando o câncer esporádico (TIEZZI, 2009). 
 O câncer esporádico é o resultado do acúmulo de diversas alterações somáticas 
genéticas e epigenéticas, sendo um processo de múltiplas etapas, no qual são necessárias 
de quatro a sete alterações para que o processo de carcinogênese possa ocorrer 
(NUSSBAUM, 2008). Essas alterações devem ocorrer em um grupo de células denominadas 
células tronco tumorais que apresentam diversas características similares às células tronco 
normais, como a expressão de marcadores de superfície específicos. As alterações 
genéticas e epigenéticas nessas células tronco tumorais resultam no aumento da capacidade 
de proliferação, invasão e metástase, entre outras propriedades importantes para a 
tumorigênese (CLARKE & FULLER, 2006; FALZACAPPA, 2012).  
As alterações genéticas e epigenéticas ocorrem principalmente em duas classes de 
genes: protoncogenes, resultando em oncogenes, e genes supressores de tumor, levando à 
inativação de suas funções (RODENHISER & MANN, 2006). 
 
ONCOGENES 
Os protoncogenes são genes responsáveis pelo controle de vários processos 
associados com a proliferação e a diferenciação celular (WEINBERG, 1985). Ao serem 
ativados por alterações, como translocações cromossômicas, amplificações gênicas ou 
mutações de ponto, os protoncogenes se transformam em oncogenes. 
Os oncogenes codificam proteínas responsáveis pelo controle da proliferação, 
diferenciação e da apoptose celular. Os produtos dos oncogenes podem resultar em fatores 
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de transcrição, remodeladores de cromatina, fatores de crescimento, receptores de fator de 
crescimento, transdutores de sinais e reguladores da apoptose (CROCE, 2008). Assim, a 
ativação de protoncogenes em oncogenes pode resultar na proliferação aumentada das 
células, assim como dificultar ou impedir a sua diferenciação em células maduras 
(SUGIMURA, 1998; WEINBERG, 2008).  
As alterações em protoncogenes são consideradas dominantes, uma vez que com a 
alteração de apenas um alelo e mesmo com a expressão residual do alelo normal, as células 
são transformadas, apresentando comportamento anormal.  
 
GENES SUPRESSORES DE TUMOR 
Os genes supressores de tumor atuam como reguladores negativos da proliferação 
celular, retardando a progressão do ciclo e bloqueando a diferenciação ou induzindo a morte 
celular programada por apoptose. Alterações nesses genes levam à perda da função e 
liberam a célula da inibição regulada por eles nos pontos de checagem do ciclo celular, 
resultando na proliferação desordenada das células (WEINBERG et al., 1991). 
Os genes supressores de tumor são classificados em dois grupos: gatekeepers e 
caretakers. Os genes gatekeepers agem diretamente na regulação da proliferação celular, 
através do controle dos pontos de checagem do ciclo celular. Já os caretakers atuam na 
manutenção da integridade do genoma, evitando que ocorram erros no material genético 
(LEVITT & HICKSON, 2002).  
As alterações em genes supressores tumorais são consideradas recessivas, uma 
vez que devem acontecer em ambos os alelos para que ocorra a perda da função inibitória 
dos genes em questão (BIECHE et al., 1993). 
 
As alterações epigenéticas também podem modificar a expressão de genes 
específicos que podem desencadear o desenvolvimento do câncer. Durante o início e a 
progressão do tumor, o epigenoma passa por diversas alterações, entre elas a alteração do 
padrão de metilação do DNA e da acetilação de histonas. A hipermetilação de promotores de 
genes supressores de tumor é comumente observada em cânceres e pode resultar na 




2.4 RNAS NÃO-CODIFICANTES 
Após a descoberta da molécula de DNA, diversos pesquisadores buscaram 
desvendar como as informações genéticas eram decodificadas e transformadas, de forma a 
resultar em um organismo vivo e funcional. Assim, concluiu-se que cada molécula teria sua 
função: o DNA apresentaria todas as informações genéticas que seriam transcritas em RNA, 
o mediador do fluxo de informações que, por sua vez, seria traduzido pelos ribossomos em 
uma sequência de aminoácidos, formando uma cadeia polipeptídica/proteína. Essa ideia de 
que as informações celulares seguiriam a direção DNA  RNA  proteína constitui o 
chamado Dogma Central da Biologia Molecular, formulado por Francis e Crick em 1952. 
Entretanto, após diversos trabalhos demonstrarem que a hipótese “Um gene, uma proteína” 
não era válida, Francis Crick formulou uma hipótese diferente, denominada Hipótese do 
“Adaptador”, na qual o pesquisador assumiu a existência de uma molécula responsável por 
mediar a tradução do DNA em proteína, e que essa molécula deveria ser um RNA e não uma 
proteína. Essa hipótese foi posteriormente comprovada por Marlon Hoagland e 
colaboradores (1958). Dessa forma, foi observado que o DNA é composto em parte por 
genes codificadores de proteínas, e também por genes não codificadores de proteínas, 
resultando em RNAs não-codificantes (ncRNA) (EDDY, 2001; SHARP, 2009).  
Os principais métodos de identificação de genes são otimizados para identificar 
genes codificadores de proteínas, que são altamente expressos e conservados 
evolutivamente, subestimando o número total de genes uma vez que não são capazes de 
identificar genes de ncRNA. Recentemente, diversos métodos de triagem genética foram 
capazes de identificar um grande número de genes de ncRNA (EDDY, 2001; CARTHEW & 
SONTHEIMER, 2009). 
Os ncRNAs constituem uma classe crescente de transcritos que possuem grande 
quantidade de códons de parada, portanto não apresentam regiões abertas de leitura ou 
ORFs (do inglês Open Reading Frame). Ou seja, os ncRNAs são moléculas de RNA 
transcritas a partir do genoma que não codificam proteínas, mas que apresentam funções 
biológicas importantes, não servindo apenas como intermediários entre DNA e proteínas 
(COSTA, 2007). Entre os principais ncRNAs estão os RNAs transportadores (tRNA), os 
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RNAs ribossômicos (rRNA), os RNAs de spliceossomo (uRNA ou snRNA, do inglês small 
nuclear RNA), os pequenos RNAs de nucléolo (snoRNA, do inglês small nucleolar RNA), os 
microRNAs (miRNAs), os pequenos RNAs de interferência (siRNAs, do inglês small 
interfering RNA) e os piwi-interacting RNA (piRNA) (MATTICK & MAKUNIN, 2006). 
Até o momento não existe um consenso quanto à classificação dos ncRNAs, dessa 
forma, os pesquisadores utilizam características diferentes para classificá-los. Costa (2007) 
classifica os ncRNAs de acordo com o comprimento do transcrito e relaciona essas 
características com as funções que cada classe exerce, conforme apresentado na Figura 2. 
De acordo com essa classificação, existem três classes de ncRNAs: transcritos que 
apresentam de 18 a 25 nucleotídeos, como os miRNAs e siRNAs, transcritos com 20 a 300 
nucleotídeos, e transcritos com mais de 10.000 nucleotídeos. Existem ainda ncRNAs que 
não possuem função definida, para os quais o autor sugere a realização de experimentos 
para determinar suas funções biológicas. 
 
Figura 2. Representação esquemática da classificação dos ncRNAs.  
FONTE: Modificado de COSTA, 2007. 
Os siRNAs e miRNAs apresentam diversas características que os unem como um 
único grupo de ncRNA, como tamanho, estrutura, biogênese e mecanismo de ação, além de 
se apresentarem bastante conservados entre as espécies. Uma característica que distingue 
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esses dois tipos de ncRNA é a origem das moléculas: enquanto os siRNAs são considerados 
de origem exógena, sendo principalmente derivados de vírus, transposons ou transgenes, os 
miRNAs são endógenos (CARTHEW & SONTHEIMER, 2009).  
Dos ncRNAs conhecidos, os miRNAs têm sido mais amplamente estudados. Os 
miRNAs são pequenos RNAs simples-fita, com cerca de 22 nucleotídeos, que agem 
silenciando a expressão dos genes por reconhecer RNAs mensageiros (mRNA), levando-os 
para a destruição ou inibindo a sua tradução em proteínas. 
  
2.4.1 Histórico dos microRNAs 
A descoberta do primeiro microRNA ocorreu no ano de 1993 por LEE e 
colaboradores, os quais identificaram um pequeno RNA que funcionava como um regulador 
endógeno responsável pelo controle do desenvolvimento de C. elegans. Esse pequeno RNA, 
denominado lin-4 é importante na transição do estágio primeiro para o segundo estágio 
larval, durante o desenvolvimento larval, dessa forma, animais que apresentam mutações 
que resultam na perda da função desse pequeno RNA não apresentam algumas estruturas 
adultas e são incapazes de depositar ovos (ALMEIDA et al., 2011). O lin-4, apresentava 
múltiplos sítios complementares a lin-14, resultando na redução dos níveis de proteína LIN-
14 por ligar à extremidade 3’UTR do RNAm dessa proteína (LEE et al., 1993). Cinco anos 
depois, Fire e colaboradores relataram a descoberta de RNAs dupla-fita exógenos que eram 
capazes de silenciar genes através de um mecanismo que ficou conhecido como RNA de 
interferência (RNAi) (FIRE et al., 1998). 
A pouca conservação do lin-4 entre as espécies sugeria que esse pequeno RNA 
regulador da expressão gênica poderia ser um caso isolado, uma vez que não havia 
evidências de outras moléculas semelhantes a esse miRNA, tanto em nemátodes quanto em 
outros organismos. Sete anos se passaram até que outro miRNA fosse descoberto, o let-7, 
novamente em C. elegans, apresentando função na transição inicial do estágio larval tardio 
para adulto inicial desse nemátode (REINHART et al., 2000). Posteriormente, foram 
identificados homólogos ao gene let-7 em genomas de humanos e moscas, e o próprio 
miRNA let-7 foi encontrado em humanos, Drosophila e outros onze animais com simetria 
bilateral. A função dos homólogos do let-7 ainda permanece desconhecida em algumas 
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dessas espécies, mas sabendo que a expressão desses RNAs é dependente do tempo e do 
desenvolvimento dessas espécies, acredita-se que os homólogos let-7 também agem na 
regulação pós-traducional de genes do desenvolvimento. A identificação do let-7 em diversas 
espécies demonstrou a importância dessa nova classe de RNAs, dessa forma, diversos 
grupos de pesquisa tentaram identificar outros componentes da classe que, nessa época, foi 
denominada como RNAs temporais pequenos (ou stRNA, do inglês small temporal RNAs) 
(PASQUINELLI et al., 2000). Em humanos, a família do miRNA let-7 tem sido amplamente 
estudada, devido ao importante papel desses miRNAs na diferenciação celular, assim a 
desregulação do let-7 resulta em estados celulares pouco diferenciados e o desenvolvimento 
de doenças como o câncer (ROUSH & SLACK, 2008; BOYERINAS  et al., 2010). 
A descoberta da alta conservação do gene do let-7 em diversas espécies resultou na 
revolução das pesquisas sobre os miRNAs (ALMEIDA et al., 2011). No ano de 2001, três 
trabalhos publicados simultaneamente na revista científica Science resultaram na descrição 
de mais de cem novos genes de miRNA em vertebrados e invertebrados, sendo 
aproximadamente 30 novos genes em humanos (LAGOS-QUINTANA et al., 2001; LAU et al., 
2001; LEE & AMBROS, 2001). Esses novos RNAs apresentavam características similares a 
lin-4 e let-7, como apresentarem cerca de 22 nucleotídeos de comprimento, serem 
potencialmente processados de um precursor em grampo e serem evolutivamente 
conservados entre as espécies estudadas. Entretanto, os novos RNAs descobertos não eram 
expressos em diferentes estágios do desenvolvimento do organismo como os dois primeiros 
stRNAs descritos, mas eram expressos em determinados tipos celulares. Dessa forma, o 
termo microRNA foi criado, sendo uma classe composta pelos stRNAs e todos os pequenos 
RNAs com características similares, mas com funções ainda desconhecidas (LAGOS-
QUINTANA et al., 2001; LAU et al., 2001; LEE & AMBROS, 2001). 
A partir de então, diversos trabalhos foram realizados com o objetivo de descobrir 
outros miRNAs, resultando na descrição de diversos genes de miRNA em mamíferos, outros 
animais e plantas (LAGOS-QUINTANA et al., 2001; AMBROS et al., 2003; ALMEIDA et al., 
2011). Diante disso, foi desenvolvido um banco de dados para catalogar os miRNAs, assim 
facilitando também a nomenclatura dos novos genes descobertos, atualmente conhecido 




2.4.2 Biogênese do microRNA 
Diferente dos mRNAs, os miRNAs são transcritos mas nunca traduzidos, exercendo 
suas funções na forma de RNAs. A maioria dos miRNAs são transcritos de regiões 
relativamente distantes de genes conhecidos e previamente anotados, ou seja, de unidades 
de transcrição independentes. Por outro lado, uma pequena parcela desses miRNAs não 
possuem promotor próprio e assim são transcritos junto com mRNAs, derivando das regiões 
intrônicas dos genes codificadores de proteínas (LAGOS-QUINTANA et al., 2001).  
Como diversos outros RNAs celulares, os miRNAs devem passar por um processo 
de maturação antes de exercerem suas funções. A biogênese dos miRNAs pode ser 
didaticamente dividida em etapas: (1) síntese do transcrito primário do miRNA ou pri-miRNA 
(do inglês, primary microRNA), (2) processamento do pri-miRNA em pré-miRNA (do inglês, 
precursor microRNA) pelo Complexo Microprocessador no núcleo (3) exportação do pré-
miRNA do núcleo para o citoplasma, (4) processamento do pré-miRNA pela enzima Dicer no 
citoplasma, (5) formação do complexo RISC (WINTER et al., 2009). As etapas podem ser 




Figura 3. A biogênese dos miRNAs. 
FONTE: WINTER et al., 2009 
 
(1) Transcrição do pri-miRNA 
Os genes de miRNAs são geralmente transcritos pela RNA polimerase II (LEE et al., 
2004) ou RNA polimerase III (BORCHERT et al., 2006) como transcritos primários 
caracterizados por sua estrutura secundária em grampo (do inglês, hairpin), denominados 
pri-miRNA. A grande maioria dos miRNAs são transcritos por RNA pol II, resultando em pri-
miRNA com uma extremidade cap 5’ de 7-metil-guanosina e cauda poli-A, tendo como 
principais exemplos o cluster miR-23a/miR-27a/miR-24-2 (LEE et al., 2004). Menos 
frequentemente, alguns miRNAs podem se encontrar entre repetições Alu, resultando na 
transcrição por RNA polimerase III, como por exemplo o cluster do cromossomo 19 (C19MC, 
do inglês, chromossome 19 miRNA Cluster) (BORCHET et al., 2006). 
Um pri-miRNA humano apresenta uma estrutura secundária importante denominada 
grampo (ou haste-laço, do inglês, stem-loop), sendo formada por uma haste dupla-fita, uma 
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alça com bases não complementares e sequências flanqueadoras upstream e downstream 
ao grampo (BARTEL, 2004). 
 
(2) Processamento do pri-miRNA em pre-miRNA 
O grampo intramolecular do pri-miRNA é reconhecido pelo Complexo 
Microprocessador formado pela enzima RNAse III denominada Drosha e a proteína DGCR8 
(do inglês, DiGeorge critical region 8), cuja função é excisar o grampo do restante da 
estrutura do pri-miRNA. Esse grampo excisado é denominado microRNA precursor ou pré-
miRNAs (do inglês, precursor microRNA) de 70 a 100 nucleotídeos de comprimento, 
composto pelo laço, por uma sequência RNA dupla-fita de cerca de 20 pares de base, e por 
uma saliência de 2 nucleotídeos na extremidade 3’ (ZENG et al., 2005; HAN et al., 2006). 
Esse processamento do pri-miRNA pode ser observado na Figura 4a. 
O processamento de pri-miRNA pelo Complexo Microprocessador é estritamente 
regulado a fim de que se obtenha o miRNA maduro necessário para as funções da célula. 
Algumas moléculas, como as RNA helicases p72 e p68 agem como fatores de especificidade 
para alguns pri-miRNA (Figura 4b). Existem outras moléculas, como a proteína hnRNP A1 
(do inglês, heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A1) que são necessárias para o 
processamento correto de miRNAs específicos, nesse caso o miR-18a, não interferindo no 
processamento de outros miRNAs (Figura 4c). 
A clivagem do pri-miRNA em pré-miRNA pode ser aumentada pela presença de 
proteínas SMAD, as quais são recrutadas por TGF-β e BMP para o transcrito pri-miRNA-21. 
As proteínas SMAD formam então um complexo com a RNA helicase DDX5 ou p68, 
resultando no aumento do processamento de pri-miRNA-21, o que leva à maior concentração 
de miR-21 maduro (Figura 4d).  
Alguns miRNAs localizados em íntrons de genes codificadores de mRNA utilizam 
uma via alternativa de biogênese. Os chamados miRtrons utilizam o mecanismo de splicing, 
não necessitando da clivagem pela Drosha, uma vez que as suas estruturas como pri-miRNA 




Figura 4. Processamento do pri-miRNA em pre-miRNA. O processamento de pri-miRNA em pré-
miRNA geralmente ocorre através do Complexo Microprocessador formado pela Drosha e DGCR8. Em alguns 
casos, são necessárias outras moléculas para auxiliar nesse processamento (b, c e d). Existem ainda alguns 
miRNAs que não necessitam do Complexo Microprocessador para que essa etapa da biogênese ocorra, 
constituindo a classe Mirtrons (e). FONTE: WINTER et al., 2009 
 
(3) Exportação do pré-miRNA do núcleo para o citoplasma  
Após o processamento de pri-miRNA em pré-miRNA, seja pelo Complexo 
Microprocessador ou pelo mecanismo alternativo dos mirtrons, os pré-miRNAs são 
exportados do núcleo para o citoplasma da célula. Esse transporte é realizado pela 
Exportina-5 (Exp5) um receptor nuclear dependente de RanGTP (LUND et al., 2004). 
 
(4) Processamento do pré-miRNA pela Dicer no citoplasma 
No citoplasma, os pré-miRNAs liberados pela Exp5 são clivados por uma outra 
RNase III denominada Dicer em moléculas de RNA dupla-fita de cerca de 20 pares de base, 
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devido a excisão da estrutura de laço do pré-miRNA. A Dicer age em conjunto com uma 
proteína denominada TRBP (do inglês, trans-activation response RNA-binding protein) para 
exercer sua função (CHENDRIMADA et al., 2005). 
 
(5) Formação do complexo RISC 
Após o processamento pela Dicer, o duplex de RNA é capturado pelo Complexo de 
Silenciamento Induzido por RNA (ou RISC, do inglês RNA-induced silencing complex), no 
qual ocorre a separação da dupla-fita. Nessa etapa, uma das fitas é desligada do complexo e 
degradada e a outra permanece associada ao RISC.  
O complexo formado por RISC-miRNA reconhecerá o RNAm alvo e poderá exercer 
sua função inibitória através de dois mecanismos distintos, dependendo do grau de 
complementaridade miRNA:RNAm. Caso a complementaridade seja perfeita, o RNAm é 
clivado pela unidade Argonauta (Ago) do RISC; no entanto se o miRNA não for perfeitamente 
complementar ao RNAm alvo, RISC-miRNA irá apenas inibir a tradução do RNAm 
(CARTHEW & SONTHEIMER, 2009). Em humanos, a maioria dos miRNAs são capazes 
apenas de reprimir a tradução do mRNA, não resultando na degradação da fita (ENGELS & 
HUTVAGNER, 2006; ZHANG et al., 2007). 
 
2.5 TUMORES MAMÁRIOS TRIPLO-NEGATIVOS 
O termo Triplo-Negativo (TN) é utilizado para identificar um grupo heterogêneo de 
tumores mamários que são agrupados devido à ausência da expressão de receptores 
hormonais ER e PR e da superexpressão do HER2. Apesar de apresentarem similaridades 
quanto a características moleculares e clínicas, eles não podem ser considerados uma 
entidade clínica uniforme, podendo apresentar padrões de expressão gênica diferentes entre 
eles, o que os classificaria em diferentes subtipos moleculares (BERTUCCI et al., 2008; 
FOULKES et al., 2010; LEHMANN et al., 2011).  
Os tumores mamários triplo-negativos (TN) representam de 15 a 20% de todos os 
cânceres de mama (BERTUCCI et al., 2008; RAKHA et al., 2009), e ocorrem em maior 
frequência em mulheres jovens, de ascendência africana e hispânica (BAUER et al., 2007; 
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MORRIS et al., 2007). Esses tumores tendem a serem maiores do que os não-TN e são 
frequentemente carcinomas ductais invasivos de alto grau (CHEANG et al., 2008). 
Pacientes com tumores TN apresentam elevada taxa de desenvolvimento de 
metástases viscerais, principalmente no pulmão e cérebro, e menor taxa de metástase nos 
ossos, quando comparados a tumores não triplo-negativos (N-TN) (Figura 5) (DENT et al., 
2007; LIEDTKE et al., 2008; FOULKES et al., 2010). 
 
Figura 5. Distribuição de metástases de câncer de mama. 
FONTE: modificado de FOULKES et al., 2010 
 
Em diversos estudos os tumores triplo-negativos foram associados a um prognóstico 
desfavorável, com maior chance de apresentar recorrência e óbito por câncer de mama 
(DENT et al., 2007). O padrão de recorrência tumoral também é distinto entre os tumores TN 
e N-TN.  O primeiro apresenta altas taxas de recorrência em um período de 1 a 4 anos após 
o diagnóstico, sendo que após este período estas se reduzem drasticamente, até que 
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passados oito anos do diagnóstico não há mais risco evidente de recorrência. Já os tumores 
não-TN apresentam taxas de recorrência constantes até 17 anos após o diagnóstico. Isso 
indica que, apesar de apresentarem alto risco de recorrência nos primeiros anos após o 
diagnóstico, pacientes portadoras de tumores do tipo TN que se encontram livres de câncer 
de mama por um período de pelo menos oito anos, provavelmente não irão a óbito devido a 
essa patologia (DENT et al., 2007).  
Os tumores TN também apresentam heterogeneidade em relação à resposta ao 
tratamento e à progressão clínica. Um estudo recente demonstrou esta heterogeneidade 
através de uma análise extensa em 21 bancos de dados de câncer de mama, resultando na 
divisão dos tumores TN em seis subtipos estáveis com padrões distintos de expressão 
gênica (LEHMANN et al., 2011). Os seis subtipos bem como suas principais características 
estão descritos a seguir: 
Semelhante ao basal 1 (BL1, do inglês basal-like 1): expressam genes envolvidos 
com a proliferação celular (ciclo celular e replicação do DNA) e resposta a danos ao DNA, 
como MYC e ATR/BRCA respectivamente. Ainda, a alta expressão de MKI67 e Ki-67 nuclear 
também evidenciam a natureza proliferativa desse subtipo, sugerindo que o tratamento com 
agentes anti-mitóticos possa ser bastante eficaz.  
Semelhante ao basal 2 (BL2, do inglês, basal-like 2): expressam genes envolvidos 
em vias de sinalização de fatores de crescimento, glicólise e gliconeogênese. 
Imunomodulador (IM, do inglês, immunomodulatory): expressam genes relacionados 
com processos imunes, como sinalização celular das vias TH1/TH2 e células NK, sinalização 
de citocinas, e processamento e apresentação de antígenos. 
Mesenquimal (M, do inglês mesenchymal):  expressam genes envolvidos em vias de 
motilidade celular, interação de receptores ECM (do inglês, extracelular matrix) e vias de 
diferenciação celular, como a via de sinalização do TGF-β. 
Mesenquimal similar a células tronco (MSL, do inglês, mesenchymal stem-like): 
similarmente ao subtipo M, esses tumores também expressam genes relacionados à 
motilidade e diferenciação celular, entretanto apresentam baixa expressão de genes 
relacionados à proliferação celular, e alta expressão de genes associados com células 
tronco, genes HOX e marcadores específicos de células tronco mesenquimais. A expressão 
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de genes componentes e relacionados com vias de sinalização de fator de crescimento, 
como EGFR e PDGF é exclusiva desse subgrupo. 
Luminal receptor de androgênio (LAR, do inglês, luminal androgen receptor): 
expressam genes relacionados com vias reguladas por hormônios, como síntese de 
esteroides, metabolismo da porfirina e metabolismo de androgênio/estrogênio. Uma análise 
mais detalhada desse subtipo indicou uma alta expressão de receptor de androgênio, seus 
alvos downstream e coativadores. 
A subclassificação dos tumores TN nesses subtipos permitiu a comparação da 
sobrevida livre da doença bem como o surgimento de metástases a distância entre eles. O 
subtipo LAR pode ser considerado o mais agressivo, apresentando sobrevida 
significativamente menor do que os subtipos BL1, IM e MSL (LEHMANN et al., 2011). 
2.6 MiRNA E O CÂNCER  
A primeira evidência do envolvimento de miRNAs com cânceres humanos foi obtida 
através da descrição de Calin e colaboradores em 2002, de que a região 13q14, 
frequentemente deletada em pacientes com leucemia linfocítica crônica (LLC) apresentava 
dois genes de miRNAs, o miR-15 e miR-16-1 (CALIN et al., 2002). Posteriormente, o mesmo 
grupo analisou todos os genes alvos dos miRNAs descritos, observando que esses genes 
estavam localizados em regiões genômicas envolvidas em cânceres, bem como em sítios 
frágeis de quebra cromossômica (CALIN et al., 2004). 
Com os estudos realizados por CALIN e colaboradores, deu-se início o uso de 
métodos comparativos da expressão de miRNAs em tecidos normais e tecidos cancerosos, a 
fim de estabelecer perfis de expressão de miRNAs que auxiliassem no diagnóstico, na 
classificação e no prognóstico de todos os tipos de câncer (LU et al., 2005; CALIN & 
CROCE, 2006).  A possibilidade de obter perfis de expressão de miRNAs de diversos tecidos 
permite diferenciar não apenas os tecidos normais dos tecidos cancerosos, mas também 
diferentes subtipos de determinados tipos de cânceres, como o câncer de mama. 
Diversos mecanismos que controlam a expressão de miRNAs podem estar alterados 
no câncer, e em outras doenças humanas, incluindo: anormalidades cromossômicas, 




2.6.1 Anormalidades cromossômicas 
As anormalidades cromossômicas incluem alterações estruturais, como 
translocações e inversões, e alterações numéricas, como perda e ganho de material 
genético. Quando a alteração cromossômica ocorre em regiões onde há genes alvos de 
miRNAs, a expressão desses pequenos RNAs é alterada, podendo resultar na alteração da 
expressão de genes codificadores de proteínas, como a redução/inibição de genes 
supressores de tumor ou a promoção/aumento da expressão de protoncogenes, tornando-os 
oncogenes (CALIN & CROCE, 2006).  
Em um estudo realizado em 2006, encontrou-se uma alta frequência de 
anormalidades cromossômicas em regiões específicas do genoma contendo 283 genes de 
miRNAs humanos conhecidos, em 227 amostras de câncer epitelial, sendo 109 tumores de 
ovário (93 tumores primários e 16 linhagens celulares), 73 tumores de mama (55 tumores 
primários e 18 linhagens celulares) e 45 linhagens celulares de melanoma (ZHANG et al., 
2006). Essas anormalidades foram representadas por perdas e ganhos de números de 
cópias das regiões estudadas por array-CGH, sendo relacionados com a expressão dos 
miRNAs. Como resultado, observou-se que, nos casos de câncer de mama deste estudo, 
72,8% dos genes de miRNAs apresentaram alteração em número de cópias (CNAs, do 
inglês copy number alterations), enquanto que esse número foi de 37,1% e 85,9% para os 
casos de câncer de ovário e melanoma, respectivamente (ZHANG et al., 2006). 
 
2.6.2 Polimorfismos de nucleotídeo único (SNPs) 
A presença de SNPs em determinadas regiões do genoma pode criar, destruir ou 
modificar sítios de ligação de miRNAs, consequentemente alterando a expressão de 
proteína, o que pode contribuir para a tumorigênese. Em um estudo caso-controle, 
NICOLOSO e colaboradores demonstraram que alguns SNPs associados ao aumento da 
suscetibilidade ao câncer de mama podem ter como função a interferência na ligação do 
miRNA ao seu sítio de ação e, dessa forma, na regulação gênica pelos miRNAs (NICOLOSO 




2.6.3 Alteração do padrão de metilação 
A alteração do padrão de metilação do DNA pode também resultar no silenciamento 
ou ativação da expressão de genes de miRNA. Nos últimos anos, diversos estudos tem 
analisado a relação entre padrões específicos de metilação do DNA em tecidos tumorais e a 
expressão de miRNAs com funções conhecidas (SAITO et al., 2006; BRUECKNER et al., 
2007). Em 2006, SAITO e colaboradores demonstraram que o tratamento de células de 
câncer de bexiga T24 com um inibidor da DNA metiltransferase (DAC) e um inibidor da 
histona desacetilase (HDAC), simultaneamente inibindo a metilação do DNA e a 
desacetilação das histonas, resultava na indução da expressão do miR-127 e seu cluster. O 
miR-127 é encontrado silenciado ou com expressão diminuída em diversos tumores 
primários, tendo sua função normal de regulação suprimida nesses casos. Um dos alvos 
downstream do miR-127 é o proto-oncogene BCL6, dessa forma, esse miRNA apresenta 
função de supressor de tumor (SAITO et al., 2006). Similarmente ao resultado obtido por 
SAITO e colaboradores, em outro estudo foi demonstrado que o silenciamento epigenético 
do miR-124 resulta no aumento da expressão do oncogene CDK6 (LUJAMBIO et al., 2007). 
As alterações epigenéticas de ilhas CpG de genes de miRNA também podem 
resultar no aumento da expressão do transcrito de miRNA, resultando na ativação de genes 
relacionados com proliferação e diferenciação celular. Um dos exemplos conhecidos é o que 
ocorre com o miRNA let-7a-3, cuja expressão foi encontrada aumentada em células de 
tumores de pulmão, devido a hipometilação da ilha CpG desse gene (BRUECKNER et al., 
2007). 
 
2.6.4 Defeitos na maquinaria de biogênese de miRNA 
As alterações em componentes proteicos da maquinaria de biogênese dos miRNAs 
podem resultar no desequilíbrio das vias reguladas por esses miRNAs (VISWANATHAN et 
al., 2008; KUMAR et al., 2009).  Essas alterações podem ser tanto quantitativas quanto 
qualitativas, obtendo como resultado a redução da concentração de miRNAs global (KUMAR 
et al., 2009) ou de miRNAs específicos (VISWANATHAN et al., 2008) 
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Em um estudo realizado em 2009, KUMAR e colaboradores demonstraram que a 
proteína Dicer funciona como um gene supressor de tumor haploinsuficiente, ou seja, a 
perda de um alelo do gene que codifica para Dicer resulta em uma falha no processamento 
dos miRNAs suficiente para que haja a formação do tumor (KUMAR et al., 2009). Ainda, há 
uma seleção negativa contra a perda dos dois alelos, como seria esperado no caso de genes 
supressores de tumor clássicos (KNUDSON, 1971), uma vez que a perda total da expressão 
de Dicer resulta na inibição da tumorigênese devido a uma capacidade proliferativa diminuída 
das células (KUMAR et al., 2009) 
O controle da expressão da família de miRNA let-7 em células embrionárias e 
tumores foi estudada por VISWANATHAN e colaboradores em 2008. Nesse estudo, foi 
observado que o Lin28, um RNA altamente conservado e que se liga à proteína, era capaz 
de regular o processamento de pri-let-7a e pri-let-7g em seus transcritos maduros por 
bloquear a ação das proteínas da maquinaria de biogênese de miRNA. O Lin28 não foi capaz 
de alterar o processamento de outros miRNAs, como por exemplo o pri-miR-15a e o pri-miR-
122, sugerindo que pode ocorrer uma inibição seletiva do processamento de pri-miRNAs da 
família let-7 (VISWANATHAN et al., 2008). 
 
Independentemente dos mecanismos que levam às alterações na expressão de 
miRNAs, seus efeitos no organismo dependem da função normal exercida por cada miRNA. 
Dessa forma, uma vez que os miRNAs parecem regular grande parte das funções normais 
do organismo, acredita-se que a desregulação de diferentes miRNAs possa alterar processos 
celulares normais importantes para a tumorigênese, como a proliferação e diferenciação 
celular, a apoptose, e induzir mecanismos como angiogênese, invasão e metástase 
(SANTARPIA et al., 2010).  
2.7 MiRNA E O CÂNCER DE MAMA 
A elucidação de mecanismos moleculares que envolvem o câncer de mama tem sido 
objeto de estudo de diversos pesquisadores nos últimos anos. Dessa forma, a descoberta 
dos miRNAs como reguladores da expressão gênica os colocam como novos marcadores 
para diagnóstico e prognóstico, e ainda potenciais alvos terapêuticos (IORIO & CROCE, 
2012). Em 2004, foi observado que grande parte dos miRNAs maduros conhecidos está 
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localizada em sítios frágeis do genoma humano, sendo encontrados deletados ou perdidos 
em diversos tipos de cânceres (CALIN et al., 2004). Um exemplo é o cluster miR-17-92 que 
se encontra no loco c13orf25 do cromossomo 13q31, o qual sofre perda da heterozigose 
(LOH, do inglês loss of heterozygosity) em diversos tipos de cânceres humanos, incluindo o 
câncer de mama (CALIN et al., 2004; ZHANG et al., 2007). 
As análises de perfil de expressão de miRNAs do câncer de mama e seus diversos 
subtipos moleculares, indicam a importância e enfatizam a sua contribuição para a 
classificação e prognóstico da doença. O primeiro estudo realizado sobre a expressão 
diferencial de miRNAs em câncer de mama ocorreu no ano de 2005 (IORIO et al., 2005). 
Nesse trabalho, a análise de 76 amostras de tumores e 14 linhagens de câncer de mama 
resultou na identificação de 29 miRNAs com expressão aberrante no tecido tumoral, quando 
comparado às amostras de tecido mamário não-tumoral. Esse trabalho comprovou a 
existência de um padrão de expressão de miRNA específico para o carcinoma mamário. 
Entre os miRNAs com expressão diferencial no tecido mamário tumoral, os miR-10b, miR-
125b e miR-145 encontravam-se com expressão diminuída, sugerindo função de 
supressores de tumor, e dois miRNAs apresentaram expressão aumentada, o que sugere 
função de oncogene, sendo eles miR-21 e miR-155 (IORIO et al., 2005). 
Em 2010, foram analisadas amostras de tumores de mama de 68 pacientes e 
amostras de sangue de 40 indivíduos saudáveis quanto à expressão de seis miRNAs, 
através da técnica de RT-qPCR (do inglês, quantitative real-time PCR) (WANG et al., 2010). 
Nesse estudo foram apresentados resultados similares aos de IORIO et al., sendo também 
observada a expressão aumentada dos microRNAs miR-21 e miR-155, além da expressão 
do miR-106a e redução da expressão dos microRNAs miR-126, miR-199a e miR-335, não 
analisados no trabalho anterior (WANG et al., 2010).  
Nos últimos anos, diversos estudos têm demonstrado que o câncer de mama, assim 
como os outros tipos de cânceres, apresentam expressão diferencial de determinados 
miRNAs em suas células cancerosas. O Quadro 3 apresenta alguns dos trabalhos realizados 
e seus respectivos resultados.  
Estes trabalhos foram selecionados entre 1158 artigos encontrados em busca 
realizada no Pubmed com as palavras-chave “breast cancer” e “miRNA expression”.
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Quadro 3. Alterações de expressão de miRNA em câncer de mama encontradas na literatura  
Autor Estudo Resultado Obtido 
Lu et al., 2005 Amostras de tumor de mama (6) 
Amostras de tecido não-tumoral da mama (5) 
Linhagem celular MCF-7 
(Citometria de fluxo/Northern blot) 
Expressão aumentada de miR-21 
Expressão reduzida de let-7 
Iorio et al., 2005 Amostras de tumor de mama (76) 
Amostras de tecido não-tumoral da mama (30) 
Linhagens celulares 
(Microarranjo de miRNA/Northern blot) 
Expressão aumentada de miR-21, miR-155, miR-206, miR-122a e miR-210 
Expressão reduzida de let-7, miR-10b, miR-125a, miR-125b, miR-145 
 
 
Volinia et al., 2006 Amostras de tumor de mama (79) 
Amostras de tecido não-tumoral da mama 
(Microarranjo de miRNA) 
Expressão aumentada de miR-21, miR-155, miR-206, miR-122a e miR-210  
Expressão reduzida de let-7, miR-10b, miR-125a, miR-125b, miR-145 
Si et al., 2006 Amostras de tumor de mama (5) 
Amostras de tecido não-tumoral da mama (5) 
Linhagem celular MCF-7 
(TaqMan RT-PCR) 
Expressão aumentada de miR-21 
Kulshreshtha et al., 
2007 
Linhagens celulares de câncer de cólon (HT29 e HCT116) 
e de mama (MCF7 e MDA-MB231) 
(Microarranjo de miRNA) 
Induzidos por hipóxia: miR-23, miR-24 miR-26, miR-27, miR-103, miR-107, 
miR-181, miR-210 e miR-213 
Indução de miR-26, miR-107 e mIR-210 reduz a sinalização próapoptótica 
Tavazoie et al., 
2008 
Linhagem celular MDA-MB-231 
Células cancerosas CN34 (células derivadas de pacientes 
com câncer de mama metastático) 
(Microarranjo de miRNA) 
Indução de miR-126 reduz o crescimento e proliferação do tumor 
Indução do miR-335 suprime metástase e migração celular 
 
Lowery et al., 2009 Amostras de tumor de mama (95) 
Amostras de tecido não-tumoral da mama (17) 
(Microarranjo de miRNA) 
Expressão aumentada de miR-342, miR-217, miR-218 indica ER positivo 
Expressão aumentada de miR-299-3p, miR-190, miR-135b indica ER 
negativo 
Expressão aumentada de miR-377 e miR-520f-520c indica PR positivo 
Expressão aumentada de miR-520g e miR-527-518a indica PR negativo 
Expressão aumentada de miR-520d e miR-376b indica superexpressão 
HER2 





Quadro 3. Alterações de expressão de miRNA em câncer de mama encontradas na literatura (continuação) 
Autor Estudo Resultado Obtido 
Radojic et al., 2011 Amostras de TMTN (49) 
Amostras de tecido não-tumoral (34) 
(Qiagen RT-PCR) 
Expressão aumentada de miR-21, miR-210, miR-221, miR-222 
Expressão reduzida de miR-145, miR-205, miR-122a, miR-10b, miR-296-5p 
Svoboda et al., 
2012 
Amostras TMTN (39) 
(RT-qPCR) 
Expressão aumentada de miR-34b indica prognóstico ruim (baixa sobrevida) 
Volinia et al., 2012 Amostras de tecido não-tumoral (42) 
Amostras de tumor de mama (135) 
Indicativo de invasão: Ativação de miR-210, let-7d, miR-181a, miR-221 e 






O câncer de mama é um conjunto heterogêneo de doenças, com subtipos 
moleculares que apresentam padrões de expressão de genes codificadores de 
proteínas e de miRNA bastante distintos, podendo conferir consequentemente 
comportamentos clínicos diferentes. Dessa forma, a obtenção de perfis de expressão 
para cada subtipo é de grande interesse clínico, tanto para a determinação de um 
diagnóstico preciso, prognóstico em uma fase clinica inicial e consequente escolha e 
desenvolvimento de tratamentos adequados, específicos e eficazes ao paciente. 
Os tumores de mama triplo negativos (TNBC) constituem um grupo de tumores 
que, em geral, apresentam um prognóstico desfavorável e resposta baixa ao 
tratamento, principalmente devido às poucas opções de tratamento atualmente 
disponíveis (limitadas à quimioterapia). Pacientes que apresentam este tipo tumoral não 
respondem às terapias alvo especificas, como por exemplo terapia endócrina 
(tamoxifeno ou inibidores de aromatase) ou tratamento com anticorpo monoclonal, 
como a herceptina, os quais têm apresentado grande eficiência para o tratamento dos 
subtipos de câncer de mama ER e HER2+. Dessa forma, são necessárias as 
investigações que permitam a descoberta de marcadores moleculares específicos que 
possam funcionar como alvos terapêuticos para esta doença.  
Os miRNAs estão envolvidos em diversos mecanismos de regulação de 
expressão de genes com funções importantes para o início e desenvolvimento do 
câncer. Portanto, podem ser utilizados como marcadores moleculares com aplicação 
para o diagnóstico e prognóstico para o câncer de mama. Além disto, por apresentaram 
alterações tecido-especificas, a identificação e validação de genes que sejam alvos 
diretos da regulação dos miRNA envolvidos em processos moleculares tumorais 
específicos, como por exemplo os que ocorrem nos tumores TN, podem propiciar a 





Neste trabalho temos como objetivo principal identificar os miRNAs 
diferencialmente expressos entre tumores de mama do tipo triplo negativos (TN) e não 
TN (N-TN), prosseguindo para a identificação dos principais genes alvos que possam 
apresentar relevância prognóstica e terapêutica. 
 
Os objetivos específicos são: 
 Comparar o padrão de expressão de miRNAs de pacientes com tumores de 
mama TN com o de pacientes com tumores de mama não triplo negativos (N-TN). 
 Identificar miRNAs diferencialmente expressos em pacientes com tumores de 
mama TN. 
 Identificar as regiões mais frequentemente afetadas por alterações de números 
de cópias de DNA. 
 Integrar os resultados de expressão de miRNAs com alterações de número de 
cópias de DNA identificados por array-CGH nas mesmas amostras de tumores TN 
 Identificar os principais alvos dos miRNAs por análise de bioinformática utilizando 
programa de análise de funções biológicas celulares (Diana) e de bancos de dados 
publicamente disponíveis (Medscan, Pubmed, Oncomine). 
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5 CAPÍTULO I  
Integrating miRNA expression pattern and copy number alteration analysis in 
triple negative breast cancer. 
 
Bruna M. Sugita1, Mandeep Gill2, Rubens S. de Lima3, Cicero A. Urban3, Yuriy 
Gusev2, Xi Li2, Iglenir J. Cavalli1, Enilze M. S. F. Ribeiro1, Luciane R. Cavalli2. 
1Genetics Department-Federal University of Parana, Curitiba, Brazil;  
2Georgetown Lombardi Comp. Cancer Ctr., Washington, DC;  
3Breast Unit, Hospital Nossa Senhora das Graças, Curitiba, Brazil.  
 
Abstract 
MicroRNAs are a class of non-coding endogenous RNA molecules that acts 
regulating gene expression, and therefore play a role in breast tumorigenesis by 
targeting genes involved in cell cycle, proliferation, invasion and metastasis. Different 
subtypes of breast cancer presents different expression of miRNAs, and they can be 
potential therapeutic markers for aggressive subtypes as triple negative breast cancers 
(TNBC). TNBC are clinically aggressive tumors that lack the expression of ER, PR and 
HER2 receptors, therefore they do not respond effectively to the available target 
therapies. In the present study, we investigated miRNA expression profile of TNBC and 
non-TNBC tumors and integrated the data with DNA copy number alterations data 
obtained from the same samples, to obtain the most relevant miRNAs and their 
respective target genes that may be involved in the pathogenesis of TNBC. This 
combined analysis resulted in 17 miRNAs that presented concomitant genomic gains 
and losses by aCGH and miRNA increase or decrease expression, respectively. KEGG 
pathway enrichment analysis of the selected 17 miRNAs revealed that their main 
pathways involved in TGF-beta signaling pathway, PI3K-Akt and HER2 signaling 
pathways as well as the ones involved in cellular, adherence junction and other cancer 
related processes. Our integrated analysis with DNA copy number data let us to select 
the miRNAs with concomitant changes in copy number and gene expression and 






Triple negative breast cancer (TNBC) is an aggressive subtype of breast cancer 
with high risk of recurrence and mortality rates (BERTUCCI et al., 2008). These tumors 
are characterized by lack of expression of estrogen (ER) and progesterone receptors 
(PR) and no over expression of the human epidermal growth factor receptor (HER2). 
Consequently, they do not respond to the most current breast cancer target therapies 
conferring to the patients a worst prognosis. Therefore the finding of specific molecular 
markers with therapeutic potential to improve prognosis and reduce mortality is critical. 
MiRNAs are a class of non-coding endogenous single-stranded RNA molecules 
of 18-24 nucleotides (LAU et al., 2001; LEE & AMBROS, 2001) that regulate gene 
expression. Deregulation of miRNA expression has been identified to play an important 
role in breast tumorigenesis (SANTARPIA et al., 2010, HWANG & MENDELL, 2006). 
MiRNAs can control the expression of several target genes with tumorigenic function, 
and can therefore lead to carcinogenesis and tumor progression. Many abnormal events 
can interfere with the miRNA expression level, including chromosome abnormalities 
(CALIN et al., 2004, ZHANG et al., 2006), single-nucleotide polymorphisms (SNPs) 
(NICOLOSO et al., 2010), alteration of methylation patterns (LUJAMBIO et al., 2007; 
BRUECKNER et al., 2007) and defects of the miRNA biogenesis machinery (KUMAR et 
al., 2009; VISWANATHAN et al., 2008).  
Alterations on the DNA content of specific genomic regions, such as 
amplifications and deletions, have been suggested to be directly linked to miRNA 
expression deregulation in several types of cancer, including breast cancer (CROCE & 
CALIN, 2005). In TNBC however, there is still limited information regarding the role of 
DNA copy number alterations in miRNA expression.  
Therefore, the main objective of this study was to examine the role that miRNAs 
could potentially play in the biology of TNBC, the impact of DNA copy number alterations 
in miRNAs expression levels and to identify specific target genes that could be used as 






Material and Methods 
General study design 
MiRNA analysis was performed in TNBC samples and non-TNBC samples and 
DNA copy number alteration by aCGH analysis was performed in the same TNBC 
samples. The integration of data generated by both approaches was performed 
according to the workflow presented in Figure 1. Two integration approaches were 
performed to identify the most relevant TNBC-miRNA targets: one prior to the 
identification of the predicted miRNA targets, where differentially expressed miRNAs 
were selected based on their location on the genomic regions with copy number 
alterations, and analyzed in relation to the direction of the alterations 
(amplification/higher expression and deletion/lower expression). The other approach 
occurred after the identification of the selected miRNA targets and the gene list of array-
CGHs.  
 
Patient accrual and sample collection 
 Ninety-five formalin fixed paraffin embedded (FFPE) samples of non-treated 
primary breast tumors were collected from the pathology tumor banks at the Hospital 
Nossa Senhora das Graças, Paraná, Brazil and at Lombardi Comprehensive Cancer 
Center, Washington DC, USA. All samples were transferred with no patient’s identifiers 
to Georgetown University under patient informed consent and through the IRB approval 
of Georgetown University, HNSG and the National Review Board of Ethics in Research 
(CONEP-Brazil).  
ER, PR and HER2 status were evaluated at each hospital’s pathology service by 
immunohistochemistry (IHC) analysis, following international scoring guidelines 
(GOLDHIRSCH et al., 2011). The Monoclonal Mouse Anti-Human Estrogen Receptor α 
and Polyclonal Rabbit Anti-Human Progesterone Receptor were used for ER and PR 
analysis, respectively. ER and PR positivity were considered using a cut-off of 10%. The 
HercepTest (Dako North America Inc, Carpinteria, CA) was used for HER2/Neu+ status.  
Using these cut-off criteria, eighty-three samples were of the TNBC phenotype and 
twelve samples as non-TNBC. 
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The tumors were classified according to the TNM system (AJCC CANCER 
STAGING ATLAS, 2013). Eighty TNBC patients presented invasive ductal carcinoma 
(IDC), and three presented other histology types of breast cancer, while eight non-TNBC 
patients presented IDC and three presented invasive lobular carcinoma. The detailed 
clinical and histopathological information of the cases studied are presented in Table 1. 
 
DNA and RNA isolation 
Prior to DNA and RNA isolation, formalin-fixed paraffin-embedded specimens 
were evaluated by the pathologist for the presence of tumor cells. Specific areas were 
selected to be microdissected and used for miRNA and aCGH analysis. Only tissue 
areas containing at least 80% of pure tumor cell populations were considered for 
microdissection, guaranteeing absence of normal, necrotic and inflammatory cells. 
RNA isolation was performed using MasterPureTM Complete DNA and RNA 
Purification kit (Epicentre Biotechnologies) following manufacture protocol. DNA isolation 
was performed using phenol-clorophorm protocol. DNA and RNA quantity and quality 
were assessed using NanoDropTM Spectrophotometer (Thermo Scientific Inc.) and the 
Bioanalyzer (Agilent Technologies Inc.) respectively. 
 
Array-CGH hybridization and analysis 
 The SurePrint G3 Human CGH Microarray 4x180k and 8x60k (Agilent, Santa 
Clara, CA) were used according to the protocol for FFPE samples. Normal DNA 
samples were obtained from peripheral blood of ten female individuals, from different 
ethnics groups and pooled to be used as control DNA. Control and case samples were 
directly labeled (Bioprimer a-CGH Genomic Labeling kit) and only cases that showed 
satisfactory incorporation of labeling were hybridized to the array. The arrays were 
scanned using Scanner Agilent G2565CA, and all data were extracted using Feature 
Extraction (FE) software v10.10 (Agilent Tech. Inc.). The Genome Workbench version 
7.0 software (Agilent Tech Inc.) was used to analyze the data, using the algorithm ADM-
2 and a threshold of 6.0 with the appropriated filters. Gene amplifications and deletions 
were considered when present in at least 3 consecutive probes, with values superior of 
log2(7/6) and log2(5/6) respectively. 
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MiRNA profiling analysis and statistical analysis 
MiRNA expression profiling was performed using NanoString nCounter 
technology Human v2 miRNA Expression Assay, following manufactures protocol, in the 
Nucleic Acid Shared Resource of the Ohio State University. The miRNA panel detects 
800 endogenous miRNAs, 6 positive miRNA assay controls, 6 negative miRNA assay 
controls, and 5 housekeeping transcripts (ACTB, B2M, GAPDH, RPL19, RPLP0).  
Raw miRNA expression data was pre-processed using NanoString’s nCounter 
RCC collector worksheet and miRNAs were normalized to the housekeeping transcripts, 
chosen based on the criteria of minimal variance model. BRB Array Tools was applied to 
perform differential expression test between TN and non-TN breast cancer. P values 
were used to rank miRNAs of interest, and correction for multiple comparisons was done 
by the Benjamini-Hochberg method. P value as well as fold changes were calculated 
based on a cutoff of <0.05 and > 1.5 respectively. Unsupervised clustering analysis was 
performed using the Multiexperiment Viewer software (MeV 4.8) – a part of TM4 
software package from Dana Farber Institute, resulting in a heatmap with 3-color 
scheme where red color represents values above median, black color represents 
median values and green color represents values below median. The heatmap was 
done using Kendall’s Tai and Complete Linkage.  
 
Integrated analysis of array-CGH and miRNA data 
A list of target genes of the differentially expressed miRNAs was compared with 
the gene list obtained on aCGH analysis, without considering the genomic position of 
the miRNAs. 
A second analysis was made were miRNA profile data was integrated with aCGH 
data from the same samples for the identification of miRNAs that were differentially 
expressed and were located on areas with copy number alterations. Only the significant 
DNA segments with copy number alterations, as identified by CGH Analytics 3.2.1 






Analysis of potential genes targeted by differentially expressed miRNAs  
Location of each miRNA was determined using miRBase 
(http://www.mirbase.org) and potential mRNA targets of differentially expressed miRNAs 
were identified using miRDB (http://www.mirdb.org/miRDB) database. 
 
Biological function and pathway analysis 
PhenomiR 2.0 (http://mips.helmholtz-muenchen.de/phenomir/index.gsp), Human 
MiRNA & Disease Database (HMDD, http://202.38.126.151/hmdd/mirna/md/), and 
miRNAVISA (http://www.cbrc.kaust.edu.sa/mirnavisa/).databases were used in order to 
elucidate the functions of the selected miRNAs. 
In order to assess the potential impact of the deregulated miRNA in TNBC 
biological processes and pathways, we used Diana miRPath pathway enrichment 
analysis (http://diana.cslab.ece.ntua.gr). Diana miRPath is a web-based computational 
tool used to identify potential altered molecular pathways by the expression of single or 
multiple miRNAs. This software performs an enrichment analysis of multiple miRNA 
target genes comparing each set of miRNA targets to all known KEGG (Kyoto 
Encyclopedia of Genes and Genomes) Pathways. The gene ontology (GO) terms were 





MiRNA analysis  
MiRNA expression was successfully performed using Nanostring technology in 
sixty FFPE samples of TNBC patients and twelve FFPE samples of non-TNBC samples. 
A total of 805 miRNAs were observed deregulated when compared to the internal 
reference control, 434 up-regulated and 371 down-regulated. 
 
Differentially expressed miRNAs in TNBC and non-TNBC samples:  
The expression profile of the miRNAs in both TNBC and non-TNBC samples 
were compared and 117 miRNAs were identified with significantly differentially 
expression between these two types of breast cancer (adjusted cut offs P value ≤0.05, 
fold change >1.5). Unsupervised hierarchical clustering analysis of these miRNAs 
separated TNBC and non-TNBC, suggesting that the expression of these miRNAs can 
discriminate these two groups (Figure 2). 
Of the 117 miRNAs, seventy-seven showed increased expression and forty 
showed decreased expression in TNBC when compared to non-TNBC samples. Among 
these differently expressed miRNAs, 31 have already been implicated in breast cancer, 
suggesting that these miRNAs have a general function in breast carcinogenesis (HMDD) 
 
Array-CGH analysis.  
DNA copy number analysis was performed in seventy-five TNBC cases. For each 
chromosome, the most frequent altered region on all samples was selected (Table 2). A 
total of 8838 genes were present in the selected genomic regions of copy number 
alterations as identified by the ADM2 algorithm array CGH analysis.  
 
Correlation of miRNAs and DNA copy number data 
We have made two different analysis: one pre-miRNA target prediction analysis 
and one post-miRNA target prediction analysis. 
Before miRNA target prediction analysis: The location of the 117 miRNAs 
differentially expressed in TNBC samples were identified and only 25 of them were 
mapped in genomic regions with copy number alterations. Considering only miRNAs 
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with concordant aCGH and expression data (amplification/higher expression or 
deletion/lower expression), the number of miRNAs were reduced to 17 (Figure 3). 
Interestingly, the majority of miRNAs with concordant data were upregulated and 
presented in the amplified genomic regions identified by array-CGH.  
The identification of the 17 miRNAs targets genes was performed using the 
predicted miRNA target databases and a total of 4637 genes was obtained. An 
integration of the miRNA target gene list with the genes presented in the genomic 
regions with copy number alterations, resulted in a list of 10 genes. (Table 3).  
Post-miRNA target prediction analysis: A comparison between the gene list 
obtained on aCGH analysis and the list of target genes of the 117 miRNAs resulted in 
25 genes (Figure 4, Table 4). 
 
Gene ontology and pathway analysis of target genes 
KEGG pathway enrichment analysis of the selected 17 miRNAs revealed that 
their main pathways involved in TGF-beta signaling pathway, PI3K-Akt and HER2 
signaling pathways as well as the ones involved in cellular, adherence junction and 
other cancer related processes. The Table 5 presents a list of the pathways that have 




In order to evaluate miRNA-target genes interaction of the 17 miRNAs and their 
families, a search on mirRTarBase was made. The results of this search are presented 





The miRNA expression profile of 83 samples of primary TNBC were examined 
and compared to the profiles of 12 primary non-TNBC in order to reveal miRNAs that are 
differentially expressed in TNBC. The miRNA differently expressed were then selected 
based on their location in the genomic regions with DNA copy number changes to 
identify the ones that could be directly deregulated by these changes. In addition, the 
gene targets affected in these genomic regions were directly integrated with the miRNA 
targets, to identify the ones with concomitant alterations in DNA copy number and 
miRNA expression. These criteria selection let us to identify the most relevant genes 
associated with the TNBC phenotype. After biological and functional validation of these 
miRNA targets, they could be potentially used as molecular markers for the development 
of novel and effective treatments for TNBC patients. 
Breast cancer is a heterogeneous disease with molecular subtypes that presents 
distinct patterns of gene expression resulting in different clinical outcomes. Therefore, 
analyzing the expression pattern for each subtype can result in finding biomarkers for a 
more precise diagnosis and prognosis, and can be used to develop more specific and 
efficient treatments. Generally, TNBC presents poor prognosis and a very low response 
to the current available target treatments for breast cancer. 
MiRNAs function by regulating gene expression at the transcriptional and 
translational levels (WINTER et al., 2009). Each miRNA can target hundreds of 
transcripts directly or indirectly and more than one miRNA can regulate the expression 
of a single target gene. Therefore, an alteration of miRNA expression levels can interfere 
with the expression of several genes and consequently affect the biological processes 
that they are involved, including cancer (IORIO et al., 2005). 
 It is well established that miRNAs genes are found located in loci prone to 
amplifications and deletions, resulting in altered expression levels of the genes present 
in these regions (CALIN et al., 2004). In cancer, amplification of oncogenic miRNAs 
genes can result in downregulation of tumor suppressor genes and the progression of 
the disease. On the other hand, deletion of tumor suppressor miRNAs genes could lead 
to an overexpression of the target oncogene, which also results in progression of the 
cancer (CROCE & CALIN, 2005; ZHANG et al., 2006). 
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We compared the miRNA expression profile of TNBC with non-TNBC and found 
117 miRNAs differentially expressed between these two subtypes. The 117 miRNAs 
were classified in 89 miRNA families, and their relation with breast cancer were 
assessed using miRNAVISA database. Among the 89 families, three miRNAs families 
were already found with altered expression in breast cancer: the miR-515, miR-let7 and 
miR-181. 
The miR-515 family was the most representative one in our analysis, with six 
miRNAs differentially expressed in TNBC: hsa-miR-517a, hsa-miR-524, hsa-miR-516a, 
hsa-miR-518e, hsa-miR-520f and hsa-miR-521. Overexpression of miRNAs in this family 
have been previously implicated in several types of cancer, including breast cancer 
(ZHANG et al. 2006). In our study, these miRNAs were also found at higher levels in 
TNBC than in non-TNBC. 
The members of the let-7 family have been previously found to function as tumor 
suppressors in breast cancer (BOYERINAS et al., 2010), suggesting that decreased 
levels of these miRNAs could facilitate breast tumor progression. In our study, this family 
was represented by the hsa-let-7e and hsa-let-7c, both found underexpressed in the 
TNBC cases. However, the hsa-let-7c was found to be located in an amplified cytoband 
of chromosome 21 in the same samples that were analyzed by array-CGH. This 
suggests that in our cases, the regulation of the expression of let-7c could occur by 
different mechanisms other than by copy number alterations, and that their diminished 
levels in TNBC could be more important for the TNBC progression, considering that it 
was not observed in our control group of non-TNBC.  
MiRNAS of miR-181 family have been reported as having oncogenic functions by 
affecting DNA damage response in breast cancer (BISSO et al., 2013), overexpression 
of its members is expected in tumor samples.  In our analysis, hsa-miR-181a, hsa-miR-
181-b, hsa-miR-181c and hsa-miR-181d were found with lower expression in the TNBC 
cases when compared to the non-TNBC, suggesting that this alteration may not be as 
important for the TNBC pathogenesis as it is for other breast cancer subtypes. 
The comparison between the list of genes presented in CNA cytobands with the 
list of target genes of the 117 miRNAs resulted in 25 genes that may have their 
expression altered by amplification/deletion of DNA plus over/underexpression of 
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miRNA, among them TBL1XR1 and CD276. Higher expression of TBL1XR1 was found 
in breast cancer cell lines, and is involved in several signaling pathways, as Wnt, Notch 
and NF- κB (KADOTA et al., 2009). The protein encoded by the gene CD276 is a 
member of the immunoglobulin superfamily and was found differentially expressed in 
breast cancer, when compared to normal breast tissue (ARIGAMI et al., 2010). Both 
TBL1XR1 and CD276 was present in DNA regions found amplified in our samples. 
In order to narrow down the extense list of miRNAs target genes to the most 
relevant ones, we selected only the miRNAs that were presented in genomic regions 
with copy number alterations and that presented concordant aCGH and miRNA data. 
This selection reduced the number of miRNAs from 117 to 17 miRNAs. These group of 
miRNAS were involved in several cancer-related pathways, among which the most 
affected were the PI3K/AKT and the TGF-β signaling pathways. 
To elucidate the functions of these miRNAs and whether they were already 
associated with breast cancer, we have searched in PhenomiR 2.0, Human MiRNA & 
Disease Database (HMDD), miREnviroment Database and miRNAVISA databases. 
There is still no annotated function for any of the 17 miRNAs, although two miRNAs 
have family members that have already been implicated in breast cancer: hsa-miR-1197 
and hsa-miR-300 (miRNAVISA). Since family members usually share similarities in DNA 
sequences and structural configuration (KAMANU et al., 2013), we can hypothesize that 
they might have similar function and can play roles in breast cancer pathogenesis.  
The hsa-miR-1197 is a member of miR-379 family which contains 58 members, 
including hsa-miR-441 (VAN SCHOONEVELD et al., 2012), hsa-miR-380 and hsa-miR-
379 (ZHANG et al., 2006; POLLARI et al., 2012), which have been previously found with 
altered expression in breast cancer. Among this family, there is only one pair of miRNA-
target gene that has had their interaction verified by luciferase reporter assay: the hsa-
miRNA-379-5p and interleukine 11 (IL11) (POLLARI et al., 2012). IL-11 is an osteolytic 
factor that mediates osteolysis with high expression in high histological grade in breast 
cancer (HANAVADI, 2006). Its expression is stimulated by TGF-β, and an inhibition of its 
activities or a blockade of TGF-β signaling pathway prevents bone metastasis (POLLARI 
et al., 2012). 
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The hsa-miR-300 is a member of the miR-154 family, a large family which 
contains 196 members, including the hsa-miR-154, hsa-miR-323, hsa-miR-323b, hsa-
miR-369, hsa-miR-377, hsa-miR-381, hsa-miR-382, hsa-miR-409, hsa-miR-410, hsa-
miR-487a, hsa-miR-494, hsa-miR-496 and hsa-miR-379, which have already been 
found with altered expression in breast cancer  (ZHANG et al., 2006). These miRNAs 
present annotated functions related to cancer development, including epithelial-
mesenchimal transition (EMT), apoptosis, cell cycle and cell death (miRNAVISA 
http://www.cbrc.kaust.edu.sa/mirnavisa/). In this family, 19 pairs of miRNA-target gene 
have already been validated. Table 5 presents the main information about these studies. 
A search on mirRTarBase database (mirtarbase.mbc.nctu.edu.tw) showed that 
three out of the 17 miRNAs selected have had their miRNA-target interaction verified: 
the hsa-miR-3928-3p and PTPRT, VPS37B, COL6A2, ISX and the hsa-miR-636 and 
RPS27, TMEM25, HPS3 by Next Generation Sequencing (NGS) analysis (HELWAK et 
al., 2013), and the hsa-miR-610 and VASP by both luciferase report assay and Western 
blot analysis (WANG et al., 2012). 
The direct comparison of the list of the 17 miRNAs target genes with the list of 
genes that presented DNA copy number changes, led to the identification of 10 genes, 
with concomitant copy number and expression changes.   
Three (ZNF680, ZNF595 and ZMYND11) out of these ten genes selected are zinc 
finger proteins, known to be able to bind to DNA and to be involved in transcriptional 
regulation. None of the genes have been previously related to breast cancer, and 
require further investigation in relation to their involvement in TNBC pathogenesis. 
A search in the mirRTarBase revealed that six of these selected genes had their 
miRNA-target interaction verified by different analysis:  
- ZMYND11 (zinc finger, MYND-type containing 11): hsa-miR-361-5p (HAFNER  
et al., 2010), hsa-miR-324-5p, hsa-miR-125b-5p, hsa-miR-27b-3p and hsa-miR-222-3p 
(HELWAK  et al., 2013) by NGS analysis and hsa-miR-215-5p, hsa-miR-192-5p by 
microarray analysis (GEORGES et al., 2008); 
- SBF2 (SET binding factor 2): hsa-miR-335-5p by microarray analysis 
(TAVAZOIE et al., 2008); 
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- PROS1 (protein S alpha): hsa-mir-335-5p by microarray analysis (TAVAZOIE et 
al., 2008); 
- PLCXD (phospholipase C-X-domain): hsa-miR-98-5p (GENNARINO et al., 
2009), hsa-miR-296-5p, hsa-let-7e-5p (HELWAK  et al., 2013) by NGS analysis; 
- PDE4DIP (phosphodiesterase 4D interacting protein): hsa-miR-505-3p, hsa-
miR-92a-3p and hsa-let-7a-5p by NGS analysis (HELWAK  et al., 2013); and 
- KCNT2 (potassium channel subfamily T, member 2): hsa-miR-335-5p 
(TAVAZOIE et al., 2008). 
These interactions need to be further validated through more precise and 
effective methods that could prove the effect of the miRNAs on target protein level and 
the functional significance of the outcome, such as knockdown studies or loss of 
function studies using miRNA inhibitors. 
 
Conclusion 
In summary, our data show a number of relevant miRNAs differentially expressed 
between the TNBC and non-TNBC samples. An integrated approach of combining array-
CGH and miRNA data was used to select the miRNA targets that present concomitant 
alterations in DNA copy number and miRNA expression. This approach revealed 17 
miRNAs and 10 target genes. Our system biology analysis revealed cancer enriched 
function for these targets and the involvement of the PIK3/AKT and TGF-β signaling 
pathways. Our next step is to functionally validate our selected genes in relation to their 
miRNAs. A special focus will be given to the hsa-miR-1197 and hsa-miR-300 and their 
corresponding regulation of zinc finger protein genes, considering their involvement in 
several relevant breast cancer and TNBC associated processes, such as EMT, 
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Tables and Figures 




Table 1. Clinical-pathological information of TNBC and non-TNBC samples. 
 
   TNBC (n=83) non-TNBC (n=12) 
 
 n patients (range) n patients (range) 
Age      
(TNBC n=76) < 60 y 53 (16-59) 7 (48-55) 
(non-TNBC n=11) > 60 y 23 (60-83) 4 (61-67) 
Tumor size (cm)  
  
(TNBC n=77) < 2.0 26 (0.2-1.8) 5 (0.7-1.8) 
(non-TNBC n=11) 2.0 - 5.0 43 (2.0-5.0) 4 (2.5-3.0) 
 > 5.0 8 (5.5-10.5) 2 (8.0) 
Grade  
  
(TNBC n=71) I 1 0 
(non-TNBC n=10) II 16 9 
 III 54 1 
Lymph node  
  
(TNBC n=67) Positive 30 11 
(non-TNBC n=11) Negative 37 0 
 















Table 2.  Most frequent copy number alterations per chromosome  
 
Chromosome Region Alteration 
1 q21.1-q44 Amplification 
2 p25.3-p23.2 Amplification 
3 q11.1-q29 Amplification 
4 p16.3-p12 Deletion 
5 p15.33-p13.3 Amplification 
6 p25.3-p21.1 Amplification 
7 q11.21-q36.3 Amplification 
8 q11.1-q24.3 Amplification 
9 p24.3-p13.1 Amplification 
10 p15.3-p11.21 Amplification 
11 p15.4-p11.12 Amplification 




















X p22.33 - p11.21 Deletion 
61 
 
















hsa-miR-1197 14q32.31 amp high (+2.51) 0.000205381 223 -   
hsa-miR-300 14q32.31 amp high (+1.65) 0.046672788 634 
ZNF680 (amp) 7q11.21 amp 
ZNF595 (del) 4p16.3 del 
hsa-miR-302e 11p15.4 amp high (+1.80) 0.040037742 484 -   
hsa-miR-3168 13q14.11 amp high (+1.61) 0.041308857 309 SBF2 (amp) 11p15.4 amp 
hsa-miR-3178 16p13.3 amp high (+2.23) 0.001050439 4 -   
hsa-miR-3928 22q12.2 amp high (+3.15) 6.09E-07 222 -   
hsa-miR-4458 5p15.31 amp high (+1.82) 0.041507775 210 -   
hsa-miR-4647 6p21.1 amp high (+1.89) 0.014467999 401 -   
hsa-miR-544b 3q21.2 amp high (+2.49) 0.000157391 261 
PLCXD1  Xp22.33 del 
PLEKHG4B (amp) 5p15.33 amp 




ZNF680 (amp) 7q11.21 amp 
ZMYND11 (amp) 10p15.3 amp 
SBF2 (amp) 11p15.4 amp 
PLEKHG4B (amp) 5p15.33 amp 
hsa-miR-557 1q24.2 amp high (+1.77) 0.006224159 404 -   
hsa-miR-573 4p15.2 del low (-1.78) 0.009287975 343 
CTAGE1 (del) 18q11.2 del 
KCNT2 (amp) 1q31.3 amp 
hsa-miR-591 7q21.3 amp high (+1.58) 0.021721065 111 -   
hsa-miR-610 11p14.1 amp high (+2.43) 0.000157391 168 -   
hsa-miR-633 17q23.2 amp high (+1.70) 0.014467999 367 PROS1 (amp) 3q11.1 amp 
hsa-miR-636 17q25.1 amp high (+2.11) 0.00118323 173 -   
hsa-miR-665 14q32.2 amp high (+1.57) 0.034355111 455 PDE4DIP (amp) 1q21.1 amp 
amp: amplification; del: deletion 
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Table 4. Genes presented in CNA areas and target of the 117 miRNAs 
Genes 
C15orf59 HCN4 TC2N 
CD276 IQSEC3 ZMYND11 
CSK KCNT2 ZNF14 
CTAGE1 PDE4DIP ZNF595 
DEFB118 PLCXD1 ZNF680 
DEFB119 PLEKHG4B  
DOCK8 POLR3K  
DUSP22 PROS1  
FAM110C SBF2  




Table 5. KEGG Pathways with most miRNAs involved. 
KEGG Pathway p-value miRNAs #genes 
TGF-beta signaling pathway 3.71E-26 
hsa-miR-1197, hsa-miR-300, hsa-miR-302e, hsa-miR-3168, hsa-miR-
3928, hsa-miR-4458, hsa-miR-4647, hsa-miR-544b, hsa-miR-548w, 
hsa-miR-557, hsa-miR-573, hsa-miR-591, hsa-miR-610, hsa-miR-
633,hsa-miR-665 
42 
PI3K-Akt signaling pathway 8.71E-24 
hsa-miR-1197, hsa-miR-300, hsa-miR-302e, hsa-miR-3168, hsa-miR-
3928, hsa-miR-4458, hsa-miR-4647, hsa-miR-544b, hsa-miR-548w, 
hsa-miR-557, hsa-miR-573, hsa-miR-591, hsa-miR-610, hsa-miR-
633,hsa-miR-636, hsa-miR-665 
120 
Adherens junction 4.77E-20 
hsa-miR-1197, hsa-miR-300, hsa-miR-302e, hsa-miR-3178, hsa-miR-
3928, hsa-miR-4458, hsa-miR-544b, hsa-miR-548w, hsa-miR-557, 
hsa-miR-573, hsa-miR-610, hsa-miR-636,hsa-miR-665 
39 
Pathways in cancer 2.18E-19 
hsa-miR-1197, hsa-miR-300, hsa-miR-302e, hsa-miR-3168, hsa-miR-
3928, hsa-miR-4458, hsa-miR-4647, hsa-miR-544b, hsa-miR-548w, 
hsa-miR-557, hsa-miR-573, hsa-miR-591, hsa-miR-610, hsa-miR-633, 
hsa-miR-636, hsa-miR-665 
118 
HER2 signaling pathway 3.77E-17 
hsa-miR-300, hsa-miR-302e, hsa-miR-3168, hsa-miR-3928, hsa-miR-
4458, hsa-miR-4647, hsa-miR-544b, hsa-miR-548w, hsa-miR-557, 








miRNAs target gene validation method References 
hsa-miR-1197 miR-379 hsa-miR-379 IL11 luciferase report assay POLLARI et al., 2012. 
hsa-miR-300 miR-154 hsa-miR-154-5p DICER1 luciferase report assay MARTELLO et al., 2010 
  
hsa-miR-369-5p FABP4 luciferase report assay BORK et al., 2010 
  
hsa-miR-369-5p DNMT3A luciferase report assay BORK et al., 2010 
  
hsa-miR-369-5p DNMT3B luciferase report assay, western blot, qPCR BORK et al., 2010 
  
hsa-miR-377-3p PPM1A luciferase report assay, western blot, other WANG  et al., 2008 
  
hsa-miR-377-3p PAK1 luciferase report assay, western blot, other WANG  et al., 2008 
  
hsa-miR-377-3p SOD1 luciferase report assay, western blot, other WANG  et al., 2008 
  
hsa-miR-377-3p SOD2 luciferase report assay, western blot, other WANG  et al., 2008 
  
hsa-miR-409-3p PHF10 luciferase report assay, western blot, qPCR LI  et al., 2012 
  
hsa-miR-409-3p FGB luciferase report assay, other FORT et al., 2010 
  
hsa-miR-409-3p FGA luciferase report assay, other FORT et al., 2010 
  
hsa-miR-409-3p FGG luciferase report assay, other FORT et al., 2010 
  
hsa-miR-409-3p ANG luciferase report assay, western blot, qPCR WENG et al., 2012 
  
hsa-miR-409-3p RDX luciferase report assay, western blot, qPCR ZHENG et al., 2012 
  
hsa-miR-409-3p IFNG luciferase report assay LI et al., 2013 
  
hsa-miR-494-3p PTEN 
luciferase report assay, western blot, qPCR, 
microarray, other 




luciferase report assay, westerm blot, qPCR, 
microarray 
OLARU et al., 2011 
  
hsa-miR-494-3p ARNTL luciferase report assay, qPCR SHENDE et al., 2011 
    hsa-miR-494-3p BCL2L11 luciferase report assay, western blot,qPCR ROMANO et al., 2012 
hsa-miR-302e miR-302-2 - - -   
hsa-miR-3168 No family - - -   
hsa-miR-3178 No family - - -   
hsa-miR-3928 No family hsa-miR-3928-3p PTPRT Next Generation Sequencing HELWAK et al., 2013 
  
hsa-miR-3928-3p VPS37B Next Generation Sequencing HELWAK et al., 2013 
  
hsa-miR-3928-3p COL6A2 Next Generation Sequencing HELWAK et al., 2013 
    hsa-miR-3928-3p ISX Next Generation Sequencing HELWAK et al., 2013 
hsa-miR-4458 No family - - -  - 
hsa-miR-4647 No family - - -  - 
hsa-miR-544b miR-544 - - -  - 
1Information regarding miRNA family was obtained on miRbase. 
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miRNAs target gene validation method References 
hsa-miR-548w miR-548 hsa-miR-548a-3p HNRNPA0 Next Generation Sequencing HELWAK et al., 2013 
  
hsa-miR-548a-3p MTA2 Next Generation Sequencing HELWAK et al., 2013 
  
hsa-miR-548aa ZNF587 Next Generation Sequencing HELWAK et al., 2013 
  
hsa-miR-548b-3p SNRNP200 Next Generation Sequencing HELWAK et al., 2013 
  
hsa-miR-548b-3p INADL Next Generation Sequencing HELWAK et al., 2013 
  
hsa-miR-548b-3p COX7A2 Next Generation Sequencing HELWAK et al., 2013 
  
hsa-miR-548b-3p FAT2 Next Generation Sequencing HELWAK et al., 2013 
  
hsa-miR-548b-3p CLCN3 Next Generation Sequencing HELWAK et al., 2013 
  
hsa-miR-548b-3p KCTD20 Next Generation Sequencing HAFNER et al., 2010 
  
hsa-miR-548b-3p AKAP11 Next Generation Sequencing HAFNER et al., 2010 
  
hsa-miR-548b-3p NBEA Next Generation Sequencing HAFNER et al., 2010 
  
hsa-miR-548b-3p CD46 Next Generation Sequencing HAFNER et al., 2010 
  
hsa-miR-548b-3p ZBTB21 Next Generation Sequencing HAFNER et al., 2010 
  
hsa-miR-548b-3p AREL1 Next Generation Sequencing HAFNER et al., 2010 
  
hsa-miR-548b-3p SPRTN Next Generation Sequencing HAFNER et al., 2010 
  
hsa-miR-548b-3p RER1 Next Generation Sequencing HAFNER et al., 2010 
  
hsa-miR-548b-3p ZBTB18 Next Generation Sequencing HAFNER et al., 2010 
  
hsa-miR-548b-3p ZBTB39 Next Generation Sequencing HAFNER et al., 2010 
  
hsa-miR-548b-3p PRC1 Next Generation Sequencing HAFNER et al., 2010 
  
hsa-miR-548b-3p TST Next Generation Sequencing HAFNER et al., 2010 
  
hsa-miR-548b-3p TLE4 Next Generation Sequencing HAFNER et al., 2010 
  
hsa-miR-548b-3p SATB1 Next Generation Sequencing HAFNER et al., 2010 
  
hsa-miR-548b-3p TMEM167A Next Generation Sequencing HAFNER et al., 2010 
  
hsa-miR-548b-3p FRS2 Next Generation Sequencing HAFNER et al., 2010 
  
hsa-miR-548b-3p TET3 Next Generation Sequencing HAFNER et al., 2010 
  
hsa-miR-548b-3p SLC25A44 Next Generation Sequencing HAFNER et al., 2010 
  
hsa-miR-548d-3p ERBB2 luciferase report assay, other CHEN et al., 2009 
  
hsa-miR-548d-5p HDLBP Next Generation Sequencing HELWAK et al., 2013 
  
hsa-miR-548d-5p ZMYND8 Next Generation Sequencing HELWAK et al., 2013 
  
hsa-miR-548h-5p KATNAL1 Next Generation Sequencing HELWAK et al., 2013 
  
hsa-miR-548j-5p KATNAL1 Next Generation Sequencing HELWAK et al., 2013 
  
hsa-miR-548o SMU1 Next Generation Sequencing HELWAK et al., 2013 
  
hsa-miR-548q SCARF1 Next Generation Sequencing HELWAK et al., 2013 
  
hsa-miR-548v SLC16A9 Next Generation Sequencing HELWAK et al., 2013 
    hsa-miR-603 TRAPPC2P1 luciferase report assay, other ZIKUSOKA et al., 2008 
1Information regarding miRNA family was obtained on miRbase. 
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miRNAs target gene validation method References 
hsa-miR-557 miR-557 - - -  - 
hsa-miR-573 miR-573 - - -  - 
hsa-miR-591 miR-591 - - -  - 
hsa-miR-610 miR-610 hsa-miR-610 VASP luciferase report assay, western blot WANG et al., 2012 
hsa-miR-633 miR-633 - - -   
hsa-miR-636 miR-636 hsa-miR-636 RPS27 Next Generation Sequencing HELWAK et al., 2013 
  
hsa-miR-636 TMEM25 Next Generation Sequencing HELWAK et al., 2013 
    hsa-miR-636 HPS3 Next Generation Sequencing HELWAK et al., 2013 
hsa-miR-665 miR-665 - - - - 





Os miRNAs apresentam papel importante na regulação de diversos processos 
biológicos como a apoptose, proliferação e diferenciação celular (HWANG & MENDELL, 
2006). Assim, uma alteração no padrão de expressão dos miRNAs pode levar ao 
surgimento de várias doenças como o câncer. 
Um dos grandes desafios no estudo de miRNAs é a identificação de seus alvos 
funcionais (KUHN et al., 2008). Um único miRNA pode ter diversos genes alvos e um 
único gene alvo pode ser regulado por diversos miRNAs diferentes (PAUL & 
CHAKRABORTY, 2013). Em nosso estudo, a identificação dos genes alvos dos 117 
miRNAs identificados alterados em câncer de mama, resultou em um número de 46.953 
genes. Este número foi reduzido para 11.651 quando foram retirados desta lista os 
genes em duplicata. Nos tumores TN deste estudo, o gene TBL1XR1 foi o que 
apresentou um maior número de potenciais miRNAs reguladores, sendo alvo para 17 
miRNAs dos diferencialmente expressos, 10 deles com expressão diminuída e 7 com 
expressão aumentada. Esse gene, cuja expressão foi observada aumentada em 
linhagens celulares de câncer de mama, codifica uma proteína que apresenta um papel 
essencial na ativação de diversas vias de sinalização celular como a Wnt, Notch e NF-
κB (KADOTA et al., 2009).   
É importante salientar que mais importante do que a expressão ou não de um 
miRNA em determinado tecido é a alteração dos níveis de miRNAs específicos 
dependendo dos processos biológicos que estão ocorrendo, sendo eles patológicos ou 
não. Em um estudo de 2011 foi analisada a expressão de miRNAs em diferentes 
tecidos normais, sendo possível observar padrões e níveis de expressão de miRNA 
tecido-específicos, alteração dos quais poderia levar ao início e progressão maligna do 
tecido correspondente (PERSSON et al., 2011).  
Ainda não é conhecido qual o nível exato de diferença de expressão de um 
determinado miRNA (fold change) para que ocorram alterações fisiológicas 
significativas. Entretanto, pode-se sugerir que para cada miRNA deve haver um valor 
limite diferente, uma vez que as funções e os genes alvos são distintos para cada 
miRNA, assim o resultado de uma expressão aumentada considerada discreta (por 
exemplo, duas vezes o valor normal) de um miRNA crítico pode apresentar mais 
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consequências do que expressão muito aumentada em níveis elevados (por exemplo, 
dez vezes o valor normal) de um determinado miRNA cujos genes alvos não 
apresentam relevância significativa para a patogênese da doença. 
Neste estudo, a comparação do perfil de expressão de miRNAs em cânceres de 
mama do tipo triplo negativo (TN) e não-triplo negativo (N-TN) permitiu a identificação 
de padrões e níveis de expressão de miRNA distintos entre os dois grupos. Um total de 
117 miRNAs apresentaram expressão diferencial entre os dois tipos de câncer de 
mama estudados e podem surgir como candidatos para o potencial desenvolvimento de 
drogas específicas para o tratamento do câncer de mama TN.  
Os miRNAs podem ser classificados em famílias, de acordo com as sequências 
e/ou estruturas do pri-miRNA, e do miRNA maduro (KOZOMARA & GRIFFITHS-
JONES, 2011). Neste estudo, uma das famílias de miRNAs com o maior número de 
representantes foi a família miR-515, com seis membros apresentando expressão 
diferencial entre os tumores TN e N-TN: hsa-miR-517a, hsa-miR-524-5p, hsa-miR-516a, 
hsa-miR-518e, hsa-miR-520f e hsa-miR-521. Diversos tipos de cânceres, entre eles o 
câncer de mama, apresentam alterações na expressão desses miRNAs (ZHANG et al., 
2006). Em um estudo de 2008 foi observado que o miRNA hsa-miR-521 apresenta 
função moduladora de radio-sensibilidade em linhagens celulares de câncer de 
próstata, tendo como alvo uma proteína de reparo de DNA, a proteína A da síndrome 
de Cockayne (CSA) (JOSSON et al., 2008). Uma pesquisa no aplicativo microT-CDS 
(Diana Software) com os termos “hsa-miR-521” e “breast cancer” resultou na indicação 
do gene RASSF1 como possível alvo desse miRNA em câncer de mama, tendo a sua 
interação predita por duas ferramentas de bioinformática: Miranda e Diana. Esse gene 
supressor de tumor é frequentemente encontrado inativado em carcinomas mamários 
pela hipermetilação da região promotora, dessa forma o bloqueio da progressão do 
ciclo celular devido a inibição da acumulação de ciclina D1 pela proteína RASSF1 é 
perdida durante o processo de tumorigênese mamária (SHIVAKUMAR et al., 2002). 
A família let-7 tem sido extensivamente estudada atualmente e funções 
supressoras de tumor já foram confirmadas para esta família em diversos estudos 
(JOHNSON et al., 2005; BOYERINAS et al., 2010). Neste estudo, dois miRNAs dessa 
família, hsa-let-7c e hsa-let-7e, apresentaram expressão reduzida nas amostras de 
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tumores TN quando comparadas com as amostras de tumores não-TN (p<0,05), o que 
pode sugerir uma maior importância da alteração dos níveis desses miRNAs na 
patogênese dos tumores TN. Os miRNAs da família let-7 regulam a expressão do 
oncogene RAS, dessa forma a perda da função desses miRNAs pode levar a 
progressão do câncer. IORIO et al. (2005) observou a expressão diminuída de alguns 
miRNAs da família let-7 em amostras de tumores de mama de alto índice proliferativo 
ou com presença de células metastáticas em linfonodo, o que indica que a baixa 
expressão desses miRNAs pode estar relacionada com mau prognóstico (IORIO et al., 
2005).  
Um dado interessante do nosso estudo é a baixa expressão de miRNAs da 
família miR-181 em tumores TN quando comparados com os tumores N-TN. Estes 
miRNAs foram demonstrados com ação oncogênica em carcinomas mamários 
agressivos, por afetaram a resposta ao dano do DNA através da regulação dos genes 
supressores alvos ATM e BRCA1 (BISSO et al., 2013). Considerando a regulação 
destes alvos e ainda o comportamento clinicamente agressivo dos tumores TN, a 
expressão aumentada deste miRNA, quando comparada aos tumores N-TN era 
esperada.  
Alterações do número de copias de regiões genômicas são consideradas um dos 
principais mecanismos que podem levar a alteração de um miRNA (CALIN et al., 2004; 
ZHANG et al., 2006). A amplificação destas regiões, pode resultar no aumento da 
expressão de um miRNA nela localizado, e assim alterar os processos biológicos nos 
quais este miRNA estaria envolvido. Da mesma forma, a deleção destas regiões pode 
resultar na redução dos níveis de miRNAs e consequentemente a não supressão da 
função oncogênica de seus genes alvos correspondentes. Neste estudo, dos 117 
miRNAs diferencialmente expressos entre os carcinomas mamários TN e N-TN, 25 
estavam presentes em regiões genômicas que apresentaram alterações de números de 
cópias por array-CGH, sendo que 17 destes miRNAs apresentaram resultados 
concordantes entre as analises (amplificação de DNA/expressão aumentada de miRNA 
ou deleção de DNA/expressão diminuída de miRNA) indicando que estas alterações 
especificas podem ser responsáveis pela alteração da expressão desses miRNAs: hsa-
miR-1197, hsa-miR-300, hsa-miR-302e, hsa-miR-3168, hsa-miR-3178, hsa-miR-3928, 
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hsa-miR-4458, hsa-miR-4647, hsa-miR-544b, hsa-miR-548w, hsa-miR-557, hsa-miR-
573, hsa-miR-591, hsa-miR-610,hsa-miR-633, hsa-miR-636 e hsa-mir-665. Os miRNAs 
restantes podem ter sua expressão alterada por outros mecanismos já discutidos neste 
trabalho, como SNPs, alteração do padrão de metilação, defeitos na maquinaria de 
biogênese de miRNAs. Desta forma, consideramos os genes alvos destes miRNAs que 
também apresentaram simultaneamente alteração do número de copias e de expressão 
de miRNAs (através da integração da lista dos genes obtidos nestas analises) como 
critério para a redução do número de genes alvos observado e também para a 
identificação dos que apresentam maior relevância para o fenótipo triplo negativo.  
A validação funcional dos miRNAs e seus respectivos transcritos genes alvos é 
de extrema importância para a confirmação da interação predita pelas ferramentas de 
bioinformática, que logicamente não tem a capacidade de avaliar o papel biológico dos 
mesmos. Os algoritmos computacionais geralmente predizem a interação do miRNAs 
com seus possíveis genes alvos através da sequência desses miRNAs. A 
complementariedade da região 3’UTR com as sequências seed do miRNA bem como a 
conservação evolutiva dos miRNAs entre espécies são usadas por esses algoritmos 
para prever a interação com os genes alvos (BENTWICH, 2005; KUHN et al., 2008).Até 
o momento não há um consenso sobre quais os critérios devem ser seguidos para 
determinar os alvos de miRNAs e confirmar suas funções biológicas. KUHN et al. 
(2008) descreveram alguns procedimentos que podem ser utilizados como guias para a 
realização de experimentos para a validação funcional do miRNA e seus respectivos 
genes alvos, considerando uma ordem lógica de análise, indicando as ferramentas 
bioinformáticas como primeira etapa da investigação. Para reduzir o número de miRNAs 
a serem validados, é importante avaliar a acessibilidade do mRNA para ligação do 
miRNA que pode ser realizada através da análise de energia livre (ΔG) dos 70 
nucleotídeos que flanqueiam os finais 3’ e 5’ do mRNA (ZHAO et al., 2005). Após a 
confirmação por ferramentas de predição bioinformáticas e da acessibilidade do mRNA 
para a possível ligação do miRNA, deve-se avaliar os seguintes critérios: a interação 
miRNA/mRNA deve ser funcional, ou seja, deve ocorrer in vivo, o miRNA e seu gene 
alvo devem ser co-expressos, o miRNA deve ter um efeito previsível na expressão do 
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gene alvo, e a regulação da expressão do gene alvo mediada pelo miRNA deve resultar 
em um efeito biológico (KUHN et al., 2008). 
Interessantemente, apenas três dos 17 miRNAs já foram utilizados em análises 
funcionais para a verificação da interação desses miRNAs com alguns de seus genes 
alvos (HSU et al., 2011). O hsa-miR-3928-3p possui 4 genes alvos (PTPRT, VPS37B, 
COL6A2 e ISX) que tiveram a interação miRNA-mRNA verificada por next generation 
sequencing (NGS) (HELWAK et al., 2013), sendo considerada um evidência fraca de 
interação. O gene PTPRT (do inglês, protein tyrosine phosohatase, receptor type T) é 
membro da família de proteínas tirosina fosfatase, sendo uma molécula sinalizadora 
que pode regular diversos processos celulares como o crescimento celular, 
diferenciação, ciclo mitótico e transformação oncogênica. A função supressora de tumor 
desse gene já foi comprovada em cânceres colorretais (WANG et al., 2004, SCOTT & 
WANG, 2011), sendo assim, a perda da sua função seja por mutações ou por ação de 
miRNAs pode resultar na formação de cânceres. Entretanto, o resultado dessa 
interação miRNA-mRNA ainda não foi avaliado, e análises funcionais que indicam o 
efeito nos níveis da proteína e também nas funções biológicas devem ser realizadas 
(KUHN et al., 2008).  
Já para o hsa-miR-610 a sua interação direta com o gene alvo VASP (do inglês, 
vasodilator-stimulated phosphoprotein) foi comprovada por ensaios de luciferase e por 
Western blot. A expressão aumentada do hsa-mir-610 leva a redução da expressão do 
gene VASP resultando na inibição da metástase em células de câncer de estômago, 
por interferir em mecanismos de migração e invasão celular (WANG et al., 2012). 
Os genes RPS27, TMEM25 e HPS3 tiveram a sua interação miRNA-gene alvo 
verificada por NGS como alvos para o hsa-miR-636 (HELWAK et al., 2013).  
Em resumo, a análise combinada de expressão de miRNAs e alterações de 
números de cópias permite a identificação de miRNAs e seus respectivos genes alvos 
que podem estar envolvidos no processo carcinogênico. Essas análises são 
importantes para auxiliar no melhor entendimento dos processos que diferenciam os 
tumores mamários triplo negativos dos outros subtipos de câncer de mama, além de 
serem possíveis alvos terapêuticos específicos.  No entanto, é importante ressaltar que 
esses resultados devem ser posteriormente validados, com o uso de uma nova série de 
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amostras de pacientes com tumores TN. Ainda é importante a realização de ensaios 
que comprovem a interação dos miRNAs com seus respectivos genes alvos preditos, 






A maior parte dos estudos realizados em cânceres de mama do tipo triplo 
negativo comparam a expressão de miRNAs e seus genes alvos com amostras de 
tecido de mama normal. Neste trabalho demonstramos que os carcinomas mamários 
triplo negativo apresentam um padrão de expressão de miRNAs distintos de amostras 
não-triplo negativas. A expressão destes miRNAs em níveis de expressão distintos 
podem indicar uma maior ou menor participação de famílias de miRNAs especificas na 
tumorigênese mamária TN.  
 
As conclusões específicas desse estudo são: 
 Os tumores de mama triplo negativo apresentam 117 miRNAs com expressão 
diferencial, quando comparados com amostras de tumores de mama não-triplo 
negativos. 
 O mapeamento genômico dos 117 miRNAs resultou na identificação de 25 
miRNAs que estavam presentes em regiões com alterações de números de cópias, 
sendo que 17 destes apresentaram informações concordantes das duas análises (de 
miRNA e array-CGH). Estes achados sugerem que a alteração do número de copias de 
regiões genômicas especificas pode ser responsável pela expressão diferencial dos 
miRNAs nelas localizados.  
 Através de ferramentas de bioinformática foi possível obter uma lista com 4637 
genes alvos referentes aos 17 miRNAs que apresentaram expressão diferencial e se 
encontram localizados em regiões com alterações de números de cópias de DNA. Entre 
esses genes alvos, 10 se encontram em regiões com alterações de números de cópias, 
sugerindo que a alteração tanto do número de copias quanto da expressão de miRNA 
desses genes alvos pode ser importante para a patogênese dos cânceres de mama 
triplo-negativos. 
 Os resultados das análises utilizando as ferramentas de bioinformática de análise 
de funções biológicas indicou que os genes alvos dos 117 miRNAs diferencialmente 
expressos e dos 17 miRNAs selecionados com concomitante alterações de número de 
copias e de expressão apresentam-se inseridos em vias relacionadas com o câncer, 
como as vias de sinalização TGF-β e do PI3K-AKT. Estes achados podem ser utilizados 
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como indicativos iniciais para a identificação de genes alvos terapêuticos envolvidos 




8 CONSIDERAÇÕES FINAIS 
Os 117 miRNAs diferencialmente expressos em tumores TN encontrados neste 
trabalho e seus respectivos genes alvos, podem ser futuramente utilizados como 
marcadores moleculares para desenvolvimento de terapias específicas efetivas para 
pacientes com câncer de mama do tipo triplo negativo, assim que validados por ensaios 
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10.1 MATERIAL E MÉTODOS 
10.1.1 Coleta e Processamento da amostra 
Este estudo foi realizado com 95 amostras de carcinomas mamários, primários 
e não tratados, sendo 83 amostras do subtipo triplo negativo (TN) e 12 amostras de 
tumores não triplo negativos (não-TN). As amostras 1 a 30 são provenientes de 
pacientes do Hospital Nossa Senhora das Graças da cidade de Curitiba, PR, Brasil, e 
do Lombardi Comprehensive Cancer Center (31 a 83), localizado em Washington, DC, 
Estados Unidos. O material utilizado e proveniente de tecido congelado a fresco e de 
tecido parafinizado e fixado em formalina. As pacientes assinaram um Termo de 
Consentimento Livre e Esclarecido sobre os objetivos da pesquisa (Anexo I). 
O fenótipo triplo negativo foi caracterizado pelos Serviços de Anatomia 
Patológica dos hospitais, através da avaliação por técnicas de imunohistoquímica. Os 
reagentes utilizados para cada avaliação, bem como a empresa fabricante dos 
mesmos, estão apresentados no Quadro 4. 
 
Quadro 4. Reagentes utilizados para avaliação da expressão dos marcadores 
Análise Reagente Fabricante 
Expressão de ER Monoclonal Mouse Anti-
Human Estrogen Receptor α 
Dako North America Inc, 
Carpinteria, CA 
Expressão de PR Policlonal Rabbit Anti-Human 
Progesterone Receptor 




Hercep Test Dako North America Inc, 
Carpinteria, CA 
 
Para a análise da expressão de HER2/Neu+, o sistema de scoring utilizado 
seguiu as recomendações de WOLFF e colaboradores (2007), as quais são adotadas 
universalmente. As amostras foram consideradas negativas para a superexpressão 
desse marcador quando apresentaram score 0 a 1+ e positivas quando apresentaram 
score 3+. Para as amostras que apresentaram resultado inconclusivo no Hercep Test, 
ou seja, apresentaram score 2+, foi realizada análise por Hibridização In Situ 
Fluorescente (ou FISH, do inglês, Fluorescence in situ hybridization) (WOLFF et al., 
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2007). Para a avaliação da expressão do ER utilizou-se o anticorpo monoclonal de 
origem de camundongo específico para o receptor de estrogênio humano do tipo α 
(Monoclonal Mouse Anti-Human Estrogen Receptor α) e para o ER o anticorpo 
policlonal de origem de coelho específico para o PR (Polyclonal Rabbit Anti-Human 
Progesterone Receptor), ambos adquiridos da empresa Dako (Dako North America Inc, 
Carpinteria, CA). Um limite de 10% foi considerado para a positividade dos anticorpos 
contra ER e PR (Goldhrisch et al., 2005)   
A Tabela 1 apresenta as características clínico-patológicas das amostras dos 
tumores mamários estudados. Os dados incompletos de algumas amostras serão 
adicionados assim que os laudos e prontuários médicos sejam obtidos. 
 









1 - Brasileira Carcinoma Ductal Invasor 20 Não III 
2 - Brasileira Carcinoma Pouco Diferenciado 18  - III 
3 - Brasileira Carcinoma Ductal Invasor 70 Sim II  
4 44 Brasileira Carcinoma Ductal Invasor 60  -   
5 50 Brasileira Carcinoma Ductal Invasor -  -   
6 72 Brasileira Carcinoma Ductal Invasor 9 Sim II  
7 16 Brasileira Carcinoma Ductal Invasor 105 Sim II  
8 - Brasileira Carcinoma Ductal Invasor 13 Não III 
9 83 Brasileira Carcinoma Ductal Invasor 33 Sim III 
10 - Brasileira Carcinoma Ductal Invasor 11  - III 
11 55 Brasileira Carcinoma Ductal Invasor 20  - II 
12 63 Brasileira Carcinoma Ductal Invasor 17  - III 
13 50 Brasileira Carcinoma Ductal Invasor 18 Não II 
14 71 Brasileira Carcinoma Ductal Invasor   Não II 
15 42 Brasileira Carcinoma Ductal Invasor 40 Sim II 
16 82 Brasileira Carcinoma Ductal Invasor 50 Sim II 
17 51 Brasileira Carcinoma Ductal Invasor 30 Não II 
18 71 Brasileira Carcinoma Ductal Invasor 25 Não II 
19 55 Brasileira Carcinoma Ductal Invasor 35 Não I 
20 75 Brasileira Carcinoma Ductal Invasor 50 Sim II/III 
Legenda: -: O laudo e/ou prontuário da paciente não foi avaliado ou não continha a informação. 




Tabela 1. Caracterização clínico-patológica da amostra de tumores mamários triplo negativos 
(TN) estudados (continuação) 
# Idade Nacionalidade/
Etnia 





21 35 Brasileira Carcinoma Pouco Diferenciado  - Não III 
22 73 Brasileira Carcinoma Ductal Invasor  - Não III 
23 40 Brasileira Carcinoma Ductal Invasor 25 Sim III 
24 43 Brasileira Carcinoma Ductal Invasor 12 Sim III 
25 39 Brasileira Carcinoma Ductal Invasor 40 Sim III 
26 59 Brasileira Carcinoma Ductal Invasor 40 Sim II 
27 50 Brasileira Carcinoma Ductal Invasor 30 Sim III 
28 61 Brasileira Carcinoma Ductal Invasor 30 Não II  
29  - Brasileira Carcinoma Ductal Invasor 35 Não  - 
30  - Brasileira  -  -  - -  
31 59 - Carcinoma Ductal Invasor 2   II 
32 64 - Carcinoma Ductal Invasor 17 n/a  - 
33 43 Branca (EUA) Carcinoma Ductal Invasor 20 Sim  - 
34 62 Branca (EUA) Carcinoma Ductal Invasor 15 Não  - 
35 39 Branca (EUA) Carcinoma Ductal Invasor 8 Não  - 
36 32 Branca (EUA) Carcinoma Ductal Invasor 15 Sim  - 
37 55 Branca (EUA) Carcinoma Ductal Invasor 16 Não  - 
38 45 Branca (EUA) Carcinoma Ductal Invasor 30 Sim III 
39 60 Branca (EUA) Carcinoma Ductal Invasor 49 Sim III 
40 59 Branca (EUA) Carcinoma Ductal Invasor 12 Não II 
41 62 Branca (EUA) Carcinoma Ductal Invasor 23 N/a III 
42 70 Branca (EUA) Carcinoma Ductal Invasor 45 Não III 
43 56 Branca (EUA) Carcinoma Ductal Invasor 42 Sim III 
44 30 Branca (EUA) Carcinoma Ductal Invasor 15 Não III 
45 55 Branca (EUA) Carcinoma Ductal Invasor 40 Não III 
46 42 Branca (EUA) Carcinoma Ductal Invasor 43 Não III 
47 44 Branca (EUA) Carcinoma Ductal Invasor 24 Não III 
48 40 Branca (EUA) Carcinoma Ductal Invasor 10 Não III 
49 56 Branca (EUA) Carcinoma Ductal Invasor 23 Não III 
50 61 Branca (EUA) Carcinoma Ductal Invasor 60 N/a III 
51 53 Branca (EUA) Carcinoma Ductal Invasor 30 N/a III 
52 45 Branca (EUA) Carcinoma Ductal Invasor 35 Não III 
53 44 Branca (EUA) Carcinoma Ductal Invasor 22 Sim III 
Legenda: -: O laudo e/ou prontuário da paciente não foi avaliado ou não continha a informação. 
N/A: O status do linfonodo não foi avaliado, de acordo com o laudo da paciente.  
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54 52 Branca (EUA) Carcinoma Ductal Invasor 25 Não III 
55 50 Branca (EUA) Carcinoma Ductal Invasor 20 Não III 
56 70 Branca (EUA) Carcinoma Ductal Invasor 55 Sim III 
57 50 Negra (EUA) Carcinoma Ductal Invasor 25 Sim III 
58 37 Outra (EUA) Carcinoma Medular 10  -  - 
59 36 Branca (EUA) Carcinoma Ductal Invasor 95 Sim III 
60 54 Negra (EUA) Carcinoma Ductal Invasor 45  - III 
61 48 Negra (EUA) Carcinoma Ductal Invasor 43 Sim III 
62 62 - Carcinoma Ductal Invasor 16 Não III 
63 56 Negra (EUA) Carcinoma Ductal Invasor 16 Sim III 
64 49 Negra (EUA) Carcinoma Ductal Invasor 50 Sim II 
65 54 Negra (EUA) Carcinoma Ductal Invasor 80 Não III 
66 56 Outra (EUA) Carcinoma Ductal Invasor 14  - -  
67 50 Negra (EUA) Carcinoma Ductal Invasor 20 Sim III 
68 53 Negra (EUA) Carcinoma Ductal Invasor 33 Sim III 
69 55 Branca (EUA) Carcinoma Ductal Invasor 10 Não III 
70 48 Outra (EUA) Carcinoma Ductal Invasor 10 N/a III 
71 58 Branca (EUA) Carcinoma Ductal Invasor 70 Não III 
72 63 Branca (EUA) Carcinoma Ductal Invasor 2 Não II 
73 78 Branca (EUA) Carcinoma Ductal Invasor 20 Não III 
74 45 Negra (EUA) Carcinoma Ductal Invasor   Sim III 
75 43 Negra (EUA) Carcinoma Ductal Invasor 30 Não III 
76 65 Branca (EUA) Carcinoma Ductal Invasor 23 Sim III 
77 48 - Carcinoma Ductal Invasor 18 Não III 
78 37 - Carcinoma Ductal Invasor 30 Sim III 
79 52 Negra (EUA) Carcinoma Ductal Invasor 30 Não III 
80 69 Branca (EUA) Carcinoma Ductal Invasor 7 Não III 
81 73 Outra (EUA) Carcinoma Ductal Invasor 45 Sim III 
82 68 Negra (EUA) Carcinoma Ductal Invasor 20 Não III 
83 45 Negra (EUA) Carcinoma Ductal Invasor 15 Não III 
Legenda: -: O laudo e/ou prontuário da paciente não foi avaliado ou não continha a informação. 
N/A: O status do linfonodo não foi avaliado, de acordo com o laudo da paciente.  
 
A Tabela 2 apresenta as características clínico-patológicas das amostras de tumores 





Tabela 2. Caracterização clínico-patológica e status da expressão dos receptores hormonais 
(ER e PR) e do fator de crescimento epidermal (HER2) da amostra de tumores mamários não-
TN estudados  
  Idade Nacionalidade 
Tamanho 
(mm) 




1 48 Brasileira 7 CLI II POS POS NEG Sim 
2 54 Brasileira 29 CDI II POS POS NEG Sim 
3 75 Brasileira 25 CDI II POS NEG NEG Sim 
4 53 Brasileira 18 CDI II POS NEG NEG Sim 
5 61 Brasileira 80 CDI III POS POS NEG Sim 
6 55 Brasileira 30 CDI II - - NEG Sim 
7 55 Brasileira 25 CLI - - - NEG Sim 
8 67 Brasileira 14 CDI II POS POS NEG Sim 
9 65 Brasileira 13 CDI II POS POS NEG Sim 
10 53 Brasileira 80 CLI II POS POS NEG Sim 
11 54 Brasileira 15 CDI II NEG NEG POS Sim 
12 - Brasileira - - - - - - - 
Legenda: -: O laudo e/ou prontuário da paciente não foi avaliado ou não continha a informação. 
CDI: carcinoma ductal invasor; CLI: carcinoma lobular invasor 
 
10.1.2 Análises Moleculares 
As análises moleculares deste estudo foram realizadas na Universidade de 
Georgetown, Washington DC., EUA, sob a supervisão da Professora Dra. Luciane 
Regina Cavalli, durante os períodos de junho a outubro de 2013. As amostras tumorais 
foram analisadas em relação a expressão de miRNA e ao número de copias de DNA, 




Figura 6. Desenho do estudo.  
10.1.2.1 Microdissecção celular 
Anterior a extração de DNA e RNA, para a análise de alterações de número de 
cópias e para a análise do perfil de expressão dos miRNA respectivamente, todas as 
amostras de tecido parafinizado foram avaliadas pelo patologista quanto a presença de 
tecido tumoral em lâmina corada com Hematoxilina-Eosina, contendo secção 
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representativa do caso estudado. As áreas tumorais foram então microdissectadas de 
seções consecutivas, do mesmo bloco tumoral, não coradas. Este procedimento 
garante que as análises serão realizadas em populações puras de células tumorais, 
eliminando-se a contaminação com células normais, necróticas e/ou inflamatórias. 
A amostra parafinizada foi tratada com xilol para a remoção da parafina e etanol 
100% para a desidratação do material. Após a desparafinização, foram realizadas as 
extrações de RNA e DNA de cada amostra para dar prosseguimento as análises. 
 
10.1.2.2 Análise do Perfil de Expressão de miRNA  
Extração de RNA 
A extração do RNA total foi realizada com o uso do kit MasterPureTM Complete 
DNA & RNA Purification Kit (Epicentre Biotechnologies), de acordo com o protocolo do 
fabricante. A quantificação e determinação da qualidade do RNA foram realizadas 
utilizando o espectrofotômetro NanoDropTM (Thermo Scientific Inc.), e o kit RNA 
LabChip  e 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies Inc), respectivamente. 
Obtenção do perfil de expressão de miRNA 
O perfil de expressão de miRNA foi obtido utilizando o kit NanoString nCounter 
technology Human v2 miRNA Expression Assay, seguindo o protocolo do fabricante, na 
Nucleic Acid Shared Resorce da Universidade do Estado de Ohio. Esse kit detecta 800 
miRNAs endógenos, 6 controles positivos de miRNAs, 6 controles negativos de 
miRNAs, e 5 transcritos housekeeping (ACTB, B2M, GAPDH, RPL19, RPLP0). 
O dado bruto foi pré-processado pelo NanoString’s nCounter RCC collector 
worksheet e todos os miRNAs alvos foram normalizados com os miRNAs housekeeping 
os quais foram escolhidos com base no critério do modelo de variância mínima. O 
BRBArray Tools foi utilizado para avaliar a expressão diferencial entre os grupos TN e 
não-TN. Os valores de P foram usados para ranquear os miRNAs de interesse a 
correção de múltipla comparação foi realizada através do método de Benjamini-
Hochberg. Para detectar os miRNAs significantes, foram utilizados os valores de p 
<0,05 e fold change > 1,5. 
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10.1.2.3 Análise de Alterações de Número de Cópias (CNAs) 
Extração de DNA 
Para a obtenção de DNA das amostras tumorais, seguiu-se o protocolo de 
extração pelo método de Fenol-Clorofórmio.  
Em tubos de 1,5 mL previamente identificados foram adicionados proteinase K e 
tampão ATL às amostras de tecido tumoral e esse conjunto foi homogeneizado em 
agitador tipo Vortex. Em seguida, o tubo foi incubado no bloco de aquecimento a 50ºC 
overnight, a fim de que ocorresse a total digestão do tecido tumoral. A inativação da 
proteinase K foi realizada mantendo os tubos a 95 C por 10 minutos, deixando-se atingir 
a temperatura ambiente antes de prosseguir com a metodologia de extração. 
Array-CGH (aCGH) 
A plataforma utilizada nesse estudo foi SurePrint G3 Human CGH Microarray 
8x60K (Agilent Technologies Inc, Ca), contendo oligonucleotídeos correspondentes a 
todo o genoma humano, baseado na database do HG18 (Human Genome 18). 
Para a realização do experimento de aCGH, as amostras de tecido tumoral (DNA 
teste) e amostras referência (DNA controle) são enzimaticamente digeridas a fim de 
serem obtidos fragmentos de DNA com cerca de 300 a 500 pb. As enzimas de restrição 
AluI e Rsa I (Promega Corp, WI) foram adicionadas às amostras de DNA teste e DNA 
controle, as quais fora incubadas a 37C por 2 horas. Para inativar as enzimas de 
restrição as amostras foram submetidas à incubação a 65C por 30 minutos. 
Após a digestão, as amostras foram marcadas com fluoróforos Cianina 3 (Cy3) e 
Cianina 5 (Cy5), para as amostras tumorais e controle respectivamente. A marcação 
dos fragmentos de DNA é realizada pelo uso de random primers (oligonucleotídeos 
iniciadores de sequência aleatória) e pela enzima Klenow, a qual possui atividade de 
DNA polimerase I. O processo de marcação com fluoróforos se inicia pela adição dos 
random primers e desnaturação do DNA à 95 C por 3 minutos. Em seguida a enzima 
Klenow e os fluoróforos Cy3 e Cy5 são adicionados às amostras, e incubadas a 37C 
por 2h. A inativação da enzima é realizada por 10 minutos a 65 C.  
A etapa da purificação dos fragmentos é realizada utilizando colunas de sílica, 
assegurando a eliminação de fragmentos de DNA não-marcados. Em seguida, a 
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concentração e a incorporação da fluorescência ao DNA foram determinadas utilizando 
o espectrofotômetro NanoDrop (ND-1000 Spectrophotometer v.3.0.1, Labtrade). Com 
os resultados obtidos, as amostras de DNA-teste e DNA-controle foram então 
combinadas aos pares, de acordo com a atividade específica de cada amostra. 
Os pares DNA-teste e DNA-controle foram então hibridizados na presença de 
Cot-1DNA, 10x Blocking Agent e 2xHi-RPM Buffer por 40 horas à 65 C, em rotação de 
20 rpm, conforme instruções do fabricante (Agilent Technologies Inc, CA). Após a 
lavagem das lâminas de arrays em câmara especial com controle de ozônio, os arrays 
foram escaneados utilizando o Scanner Agilent G2565CA e os dados foram extraídos 
pelo programa Feature Extraction v.10.1.1.1 (Agilent Technologies Inc, CA).  
A análise dos resultados foi realizada utilizando o software Workbench 6.5 
(Agilent Technologies Inc, Ca), adotando o algoritmo de análise ADM-2 e threshold > 6. 
As amplificações e deleções foram consideradas apenas quando presentes no mínimo 
em 3 sondas consecutivas, com valores superiores a log2 (7/6) a log2(5/6) 
respectivamente.  
10.1.3 Integração dos dados de expressão de miRNA e alteração de números de cópias 
de DNA 
Os dados de aCGH foram utilizados de forma a identificar as alterações mais 
comuns em cada cromossomo e os genes presentes nessas regiões com CNAs, 
obtendo-se uma lista de genes que podem ter sua expressão alterada por estarem 
presentes em regiões amplificadas ou deletadas. 
O perfil de expressão de miRNA dos tumores TN foi relacionado com dados de 
array-CGH das mesmas amostras para a identificação de alvos de miRNA que 
apresentem alteração concomitante de expressão de miRNA e de números de cópias 
de DNA. Apenas segmentos de DNA significativos com alterações de números de 
copias identificados por análises realizadas pelo software CGH analytics 3.2.1 foram 
correlacionadas com alterações de expressão significativas de miRNAs.  
Para cada miRNA identificado foi determinada a sua localização na região 
genômica correspondente que apresenta alterações do número de copias. Os miRNAs 




10.1.4 Análise da função e sistemas biológicos dos miRNAs e alvos correspondentes 
Para determinar a função dos miRNAs foram utilizadas as seguintes 
ferramentas de bioinformática: PhenomiR 2.0 (http://mips.helmholtz-
muenchen.de/phenomir/index.gsp), Human MiRNA & Disease Database (HMDD, 
http://202.38.126.151/hmdd/mirna/md/), e miRNAVISA 
(http://www.cbrc.kaust.edu.sa/mirnavisa/). 
Análises de sistemas biológicos downstream de alvos conhecidos e possíveis 
alvos dos miRNAs selecionados foram realizadas utilizando ferramentas de 
bioinformática Diana (disponível online em http://diana.imis.athena-innovation.gr/), e 








11  ANEXO 
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
 
 
Concordo em participar livremente deste estudo, entendo que serei entrevistado 
e submetido a uma avaliação laboratorial (exame de sangue). E, entendo que os riscos 
de minha participação nesta pesquisa são mínimos. 
Entendo que minha participação é inteiramente voluntária, podendo me recusar a 
responder qualquer questão ou retirar o meu consentimento em participar neste estudo 
a qualquer hora, sem nenhum prejuízo ao meu tratamento atual ou futuro.   
 
Eu,__________________________________________, após ter lido e entendido 
todas as informações e esclarecido todas as minhas dúvidas referentes a este estudo, 
concordo voluntariamente em participar do mesmo. Atesto também o recebimento das 




Assinatura (do doador ou responsável) ou impressão datiloscópica 
 
 
Eu, Prof. Dr. Iglenir João Cavalli, declaro que forneci todas as informações 





_____________________________________________ Data: __/__/__ 
Prof. Dr. Iglenir João Cavalli 
